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要約 
 
亜鉛は生体内で多様な機能を有する必須微量金属元素で、亜鉛イオンの摂取
が糖尿病改善効果を示すことが知られていた。近年、薬効の増強、毒性の低減
を目的として、亜鉛錯体の開発が活発に行われており、強い抗糖尿病作用を示
す錯体が報告されている。亜鉛錯体の臨床応用を考える上で、薬効や毒性を予
測するために亜鉛錯体の体内動態を理解することは極めて重要であるが、既存
の体内動態解析法は、生物が生きたままの解析や生体内での化学形態解析が行
えないことが課題となっていた。それに対し筆者は、新規核医学イメージング
技術である Gamma-Ray Emission Imaging（GREI）と二重標識法を応用すること
で、それらの問題を解決できるのではないかと考え、GREIを用いた亜鉛錯体の
非侵襲的な解析法の確立と二重標識法を用いた亜鉛錯体の体内動態と生体内化
学形態変化の同時解析を行った。 
まず、亜鉛錯体を 65Zn で標識し、65Zn 標識亜鉛錯体投与後の 65Zn の体内動
態を GREI で評価した。GREI 撮像実験により di(1-oxy-2-pyridinethiolato)zinc 
complex [Zn(opt)2] など数種の亜鉛錯体間の異なる分布を可視化することに成
功し、GREI 画像で観察された臓器移行性の違いが臓器摘出法による定量結果
を反映していることが確認された。以上より筆者は、定量性等の機器性能の改
善が必要であると考えられるものの、65Zn 標識亜鉛錯体を用いた GREI 撮像法
が、化学形態の異なる亜鉛の体内動態を評価する有用な手法となり得ることを
示した。 
次いで、65Zn および 131I 標識 bis(5-chloro-7-iodo-8-quinolinolato)zinc complex 
[Zn(Cq)2] を合成し、経口投与後の 65Zn と [131I]Cq の生体内分布を同時に解析
することで化学形態変化を評価した。GREI 撮像実験では消化管内を移行する
65Zn および 131I の挙動が可視化され、ほとんどの亜鉛がクリオキノールととも
に移行していることが示された。また、Caco-2 細胞を用いた膜透過性試験を行
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ったところ、ZnCl2添加群と比較して [Zn(Cq)2] 添加群で亜鉛の輸送量の増加が
認められたことから、クリオキノールと相互作用していた亜鉛の吸収が解離し
た亜鉛よりも良好であることが示唆された。実際に、臓器摘出法を用いて 65Zn
および 131I 標識 [Zn(Cq)2] と [65Zn]ZnCl2 の経口投与後の 65Zn の各組織への集
積を比較すると、いずれの組織においても [Zn(Cq)2] 投与群では ZnCl2 投与群
よりも多くの 65Zn が分布していた。一方で、各組織へ移行した亜鉛とヨウ素の
モル比から、ほとんどの [Zn(Cq)2] が血中から標的臓器への移行過程で解離し
ていることが示された。以上より筆者は、二重標識法を用いることで、経口投
与した 65Zn および 131I標識 [Zn(Cq)2] の化学形態変化を評価することに成功し
た。また、これらの結果は、 [Zn(Cq)2] の抗糖尿病作用が亜鉛のバイオアベイ
ラビリティーの向上に起因することを示唆した。 
結論として、筆者は亜鉛錯体の非侵襲的な解析法として 65Zn 標識亜鉛錯体を
用いた GREI 撮像法、ならびに亜鉛錯体の生体内化学形態評価に二重標識法が
有用であることを示した。これらの手法を種々の亜鉛錯体に応用することで、
これまで明らかとなっていなかった亜鉛錯体の化学形態、体内動態および薬効
との相関解明が期待される。 
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緒言 
 
 亜鉛（Zn）は、成人の体内に約 2 g 存在する必須微量元素の 1 つで、鉄に次
いで多い微量金属である。亜鉛は生体内で様々なタンパク質と相互作用してお
り、ヒトゲノムにコードされたタンパク質の約 10%に亜鉛結合ドメインが認め
られている 1)。その中には、加水分解や酸化還元等に関与する数多くの酵素や
転写因子と DNA との結合に必要な Zn フィンガータンパク質等が含まれてお
り、これらのタンパク質の構造維持や活性発現に亜鉛が重要な役割を担ってい
ることが分かっている 2,3)。そのため、亜鉛の欠乏により、成長遅滞、味覚障害、
皮膚炎や免疫機能低下等の様々な症状が現れることが知られている 4–12)。亜鉛
の摂取によるこれらの症状の改善も試みられており、実際にポラプレジンクが
亜鉛含有の胃潰瘍治療剤として使用されている。亜鉛は二価陽イオンとして存
在し、鉄や銅と異なり酸化還元反応性を持たず、ラジカル生成のような毒性を
持たないため、広く生物界で利用されていると考えられている 3)。そのため、
亜鉛が生体に与える直接的な毒性は非常に低いと予想されるが、他の必須金属
元素との競合により毒性を示すことが知られており、亜鉛の過剰摂取で吐き気、
嘔吐、下痢や発熱等の症状が現れることが知られている 13)。そのため、亜鉛の
適切な摂取量の管理が必要である。 
 亜鉛の摂取により改善効果が認められている疾患の1つに2型糖尿病がある。
糖尿病は高血糖を特徴とした代謝性疾患で、世界中で罹患率が増加しており、
糖尿病患者数は 2030 年までに 4 億 3900 万人にのぼると推定されている 14)。2
型糖尿病は、インスリンの感受性低下を主徴とした疾患で、糖尿病全体の 90%
以上を占めている。糖尿病患者において、亜鉛の血漿中濃度の減少や尿中排泄
量の増加等の報告もあり、特に生体内亜鉛量が不足している糖尿病患者に対し
て、亜鉛の摂取が糖尿病の根本治療となり得る可能性が期待されている 15)。実
際に、亜鉛イオンの投与が 2 型糖尿病のモデル動物や患者に対して有効な効果
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を発揮したことが報告されている 16,17)。しかしながら、亜鉛は生物学的利用能
が低く、亜鉛イオンによる血糖降下作用は、高用量、長期間の投与でしか観察
されない。そこで近年、腸管吸収性の向上を目的として、様々な種類の亜鉛錯
体の開発が行われている 18–22)。亜鉛の錯体化による毒性の軽減や薬効の増強が
数多く報告されており、低用量の投与で糖尿病改善効果が観察されている 18–23)。
近年、ウィルソン病の治療薬として使用されている酢酸亜鉛よりも低用量で抗
糖尿病作用を示す亜鉛錯体も報告されており、亜鉛錯体の臨床への応用が期待
されている 20)。 
 亜鉛の糖尿病改善効果の作用機序は、完全には解明されていないが、膵臓、
肝臓、脂肪や筋肉への作用が示唆されている。膵臓への作用としては、亜鉛が
インスリンの高次構造の形成に必要であり、インスリンの合成、貯蔵や分泌に
おいて重要な役割を果たしていることが報告されている 24)。また、亜鉛が膵島
α細胞からのグルカゴンの放出を抑制することから、血糖値の上昇を抑える効
果があると考えられている 25)。肝臓への作用としては、膵臓からインスリンと
ともに放出された亜鉛がインスリンの肝臓への取込を抑制し、肝臓でのインス
リンのクリアランスが抑制されることが知られている 26)。脂肪への作用として
は、脂肪細胞を用いたインビトロ試験により、インスリンの作用増強効果が報
告されており、遊離脂肪酸の放出を抑制し、グルコースの取込みを促進する 27–
30)。筋肉への作用としては、脂肪組織と同様にグルコースの取込促進が示唆さ
れており、亜鉛投与によるインスリン受容体のチロシンキナーゼ活性の調節が
報告されている 31)。亜鉛錯体の設計指針を得る上で、標的臓器の同定は重要で
あるため、各臓器への亜鉛の移行性から標的臓器の同定が試みられているが、
未だに標的臓器は完全には分かっていない。 
 亜鉛錯体の臨床応用を考える上で、薬効や毒性を予測するために亜鉛錯体の
体内動態を理解することは極めて重要である。亜鉛錯体の体内動態解析には、
一般的に、次に記す 2 種類の方法が用いられる 20,32–34)。1 つ目は、亜鉛錯体を
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投与した実験動物を屠殺・解剖し、各臓器中の亜鉛量を測定する方法で、亜鉛
錯体を投与していない実験動物中の亜鉛量と比較することで投与した亜鉛量を
算出する。2 つ目は、放射性亜鉛で標識した亜鉛錯体を投与した実験動物を屠
殺・解剖し、各臓器中の放射能を定量する方法で、基本的には単回投与後の亜
鉛の臓器移行性を解析する。これらの方法は、生物が生きたままの解析、並び
に生体内化学形態の解析ができない。生物が生きたままの解析はヒト生体内の
薬物挙動を解析する上で必要不可欠であり、亜鉛錯体の生体内化学形態は薬効
予測に重要であることから、新たな体内動態解析法の開発が求められている。
それに対し筆者は、核医学イメージング技術と二重標識法を応用することで、
それらの問題を解決できるのではないかと考え、第一章において、核医学イメ
ージング技術を用いた亜鉛錯体の非侵襲的な解析法の確立を行い、第二章にお
いて、二重標識法を用いた亜鉛錯体の体内動態と生体内化学形態変化の同時解
析を行った。 
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略語一覧 
 
[Zn(opt)2]  Di(1-oxy-2-pyridinethiolato)zinc 
[Zn(His)2]  Di(L-histidinato)zinc 
Zn(Cl)2   Zinc chloride 
PET   Positron emission tomography 
SPECT   Single-photon emission computed tomography 
GREI   Gamma-ray emission imaging 
DMSO   Dimethyl sulfoxide 
ROI   Region of interest 
%ID/g   Percent injected dose per gram 
PTEN Phosphatase and Tensin Homolog Deleted from 
Chromosome 10  
PTP1B Protein-tyrosine phosphatase 1B 
XANES   X-ray Absorption Near Edge Structure 
Cq   Clioquinol (5-chloro-7-iodo-8-quinolinol) 
Cloxyquin  5-chloro-8-quinolinol 
(CH3COO)2Zn·2H2O Zinc acetate dehydrate 
THF   Tetrahydrofuran 
[Zn(Cq)2]  Bis(5-chloro-7-iodo-8-quinolinolato)zinc  
HBSS   Hanks' Balanced Salt solution 
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第一章 イメージング技術を用いた亜鉛錯体の非侵襲的な体内動
態解析手法の確立 
 
亜鉛錯体の標的臓器として、膵臓、肝臓、脂肪および筋肉が考えられており、
錯体化によりこれらの組織への亜鉛の移行が増大することが報告されている
32,33,35)。しかしながら、全ての組織の亜鉛量が一律に増加するわけではなく、錯
体の種類により亜鉛量が増大する組織が異なり、得られる抗糖尿病作用（血糖
降下、耐糖能異常の改善、アディポサイトカイン濃度の正常化、肥満の解消）
も異なる。亜鉛の腸管吸収性の向上（血中亜鉛濃度の上昇）や、亜鉛の血中の
滞留性の向上などが報告されている亜鉛錯体が存在するものの、同一の錯体で
亜鉛の吸収、分布、代謝、排泄の全てを解析している錯体はほとんどなく、標
的臓器への亜鉛の移行量の増加、およびそれに伴う薬効発現のメカニズムに関
しては、はっきりと分かっていない。そのため、個々の亜鉛錯体で亜鉛の組織
移行性を解析し、薬効と比較することが、それぞれの亜鉛錯体の作用機序解明
には必要であり、そこで得られた知見を総合することで、亜鉛錯体の抗糖尿病
作用の包括的な理解や臓器選択的な送達を可能とする亜鉛錯体の開発につなが
ると考えられる。また、薬効を予測する上でも亜鉛の移行性解析は重要であり、
臨床使用可能な亜鉛錯体の開発のためにも亜鉛の組織移行性の差異を非侵襲的
に評価できる手法が望まれている。そこで本章では、 di(1-oxy-2-
pyridinethiolato)zinc complex [Zn(opt)2] と di(L-histidinato)zinc complex [Zn(His)2] 
を亜鉛錯体として選択し、塩化亜鉛（ZnCl2）を含めて亜鉛の組織移行性を比較
し、核医学イメージング技術を用いてこれらの組織移行性の差異を非侵襲的に
評価できるか検証した。[Zn(opt)2] は、糖尿病モデルマウスに対して強い抗糖尿
病作用を示す亜鉛錯体であり、[Zn(His)2] は、脂肪細胞を用いたインビトロ試験
でインスリン様作用を示さない亜鉛錯体である 34,36)。構造式をFigure 1に示す。 
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Figure 1. Proposed coordination structures of the di(1-oxy-2-pyridinethiolato)Zn 
(a) and di(L-histidinato)Zn (b) complexes. Charges are omitted for simplicity. 
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核医学イメージング技術は、放射性核種で標識した薬物を生体内に投与し、
投与した放射性核種から放出される放射線を生体外から検出することで、薬物
の生体内挙動を可視化できる技術である。核医学イメージング技術は、がんや
虚血性心疾患等の特定の疾患により変化する薬物の挙動を観察することで、疾
患の診断、治療効果判定、並びに治療効果予測を行うことができる。また医薬
品開発においても、使用動物数の削減や個体差の低減等を行えることから、核
医学イメージング技術を用いた医薬品候補化合物の生体内挙動解析が活発に行
われている37)。さらに、実験動物からヒトまで一貫した手法で行えることから、
実験動物だけでなくヒト生体内における医薬品候補化合物の体内動態解析が進
められている。一般に、動物実験で有効性が認められた化合物に対して、健常
者に対する投薬で薬物動態と安全性を検討する第Ⅰ相試験、比較的軽度な少数
例の患者に対する投薬で有効性や安全性を検討する第Ⅱ相試験、および多数の
患者に対する投薬で有効性や安全性を検証する第Ⅲ相試験が行われる。これら
の臨床試験を通過した化合物が、実際に医薬品として認可されるが、臨床試験
の段階まで到達した候補化合物のうち、最終的に医薬品として承認される確率
はわずか 8%という極めて深刻な状況にあることが報告されている 38)。そこで
提案されたのがマイクロドーズ臨床試験である。マイクロドーズ臨床試験とは、
「複数の候補化合物が残っており 1 つに絞りきることが困難な状態の時に、臨
床投与量の 1/100 以下かつ 100 µg以下という極めて微量の候補化合物をヒトに
投与し、その体内動態を検証することによって成功確率の高い候補化合物を選
択する」という新たな創薬手法である 39)。この手法の一端を担うのが、核医学
イメージング技術による非侵襲的な薬物動態解析であり、革新的な創薬開発の
促進への貢献が期待されている。 
核医学イメージング技術として、Positron emission tomography（PET）や Single 
photon emission computed tomography（SPECT）が、実際の臨床現場において利
用されている。一方で、複数の核種を同時に解析できる新たな核医学イメージ
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ング技術としてコンプトンカメラの開発が行われている 40)。これらの核医学イ
メージング技術の特徴を以下に記す。 
PET は、11C、13N、15O、18F、64Cu や 89Zr等の陽電子放出核種で標識した化合
物の挙動を可視化できる技術で、撮像する被検体を覆うように円筒状に検出器
が配置されている（Figure 2）。陽電子放出核種から放出された陽電子は、近傍
の電子と衝突し、180 度反対方向に 511 keV の消滅放射線を放出する。PET は、
反対方向に放出された消滅放射線を同時に検出することで、陽電子放出核種の
位置を特定している。PET は高感度かつ高い空間分解能（臨床用で～4-8 mm3、
小動物用で～1-2 mm3）を有しており、定量的な薬物動態挙動の解析が可能であ
る 37)。しかし、陽電子が放出する消滅放射線のエネルギーは 511 keV で一定で
あり、実用化されている PET の中で、複数の核種を分別して検出できるものは
ない。 
 
 
Figure 2. Schematic of positron emission tomography (PET). 
P, N, e+, and e- are proton, neutron, positron, and electron, respectively.  
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SPECT は、99mTc、111In や 123I等のおよそ 300 keV 以下のエネルギーのガンマ
線を放出するガンマ線放出核種で標識した化合物の挙動を可視化できる技術で、
ガンマ線の到来方向を特定するためにコリメーターが検出器に付随している
（Figure 3）。コリメーターは、鉛やタングステンの隔壁で、検出器の垂直方向
以外からのガンマ線を遮断することでガンマ線の到来方向を制限している。
SPECT では、この検出器を回転させ、複数の角度から撮像を行うことで、放射
線源の位置を特定している。コリメーターにより検出する放射線が制限される
ため、感度は PET に劣るが、PET より低コストで撮像できる。空間分解能は、
臨床用で～12-15 mm3、小動物用で～1 mm3であり、エネルギー分解能の高い検
出器を用いることで複数核種の同時解析が可能である 37,41)。しかし、コリメー
ターを透過してしまう 300 keV 以上のガンマ線は画像化できず、使用可能な核
種が制限されている。 
 
 
Figure 3. Schematic of single photon emission computed tomography (SPECT). 
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コンプトンカメラは、光（電磁波）と電子の相互作用による散乱現象である
コンプトン散乱を利用した撮像装置である。近年、明らかとなってきている疾
患の複雑性に伴い、複数の疾患関連分子の同時解析が可能な医療用コンプトン
カメラの開発がいくつか行われている。そのうちの一つである Gamma-ray 
emission imaging（GREI）は、理化学研究所ライフサイエンス技術基盤研究セン
ター次世代イメージングチームで開発された 2 つの両面直行ストリップ型 Ge
半導体検出器から構成されるコンプトンカメラで、生きたままのマウスで複数
核種同時イメージングに世界で初めて成功している 40)。コンプトンカメラでは、
ガンマ線源から放出されるガンマ線のうち、前段の検出器でコンプトン散乱を
後段の検出器で光電吸収を起こす事象を収集する。検出されたエネルギーを以
下の運動学の方程式に代入することで、コンプトン散乱の散乱角が算出され、
円錐上にガンマ線源が存在することが分かる。 
cosθ = 1 + 𝑚𝑒𝑐
2 (
1
𝐸𝛾
−
1
𝐸𝛾 − 𝐸1
) 
𝐸𝛾 = 𝐸1 + 𝐸2 
θはコンプトン散乱の散乱角、𝑚𝑒𝑐
2は静止質量エネルギー、𝐸𝛾は核種固有のガ
ンマ線エネルギー、𝐸1および𝐸2は前段および後段で検出されたガンマ線エネル
ギーを示している。円錐同士の交点にガンマ線源が存在するため、円錐を複数
描くことにより、ガンマ線源の位置が特定される（Figure 4）。GREIは、検出可
能なガンマ線エネルギー範囲が広範（80~2000 keV）で、エネルギー分解能が高
い（1 MeVのガンマ線で 0.3%）ため、複数核種の同時解析が可能である。しか
し、開発段階の装置で画像再構成法等が最適化されておらず、PET や SPECT と
比較すると空間分解能は低い（約 3 mm）。Table 1 に PET、SPECT と比較した際
の利点・欠点を示している。 
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Figure 4. Schematic of Gamma-Ray Emission Imaging (GREI). 
Eγ, E1, E2, and θ are source gamma-ray energy, scattered gamma-ray energy, absorbed 
gamma-ray energy, and Compton scatterin angle, respectively. 
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Table 1. Summary of the characteristics of nuclear medicine imaging modalities 
装置 利点 欠点 
PET 高感度 
定量解析が可能 
臨床で使用されている 
高価 
複数核種同時解析が不可 
SPECT 比較的安価 
臨床で使用されている 
複数核種同時解析が可能 
空間分解能が低い（臨床用） 
検出可能なガンマ線エネルギー
範囲に制限（80-300 keV のガンマ
線を検出可能） 
GREI 検出可能なガンマ線エネルギー
範囲が広範（80-2000 keV のガン
マ線を検出可能） 
高エネルギー分解能 
複数核種同時解析が可能 
高価 
空間分解能が低い 
 
亜鉛錯体を解析するうえで重要な GREI の特徴は、検出可能なガンマ線エネ
ルギー範囲が広範である点である。SPECT が約 80-300 keV、PET が 511 keV の
放射線しか検出できないのに対し、GREIでは、80-2000 keVのガンマ線を検出
可能である。そのため、1116 keVのガンマ線を放出する 65Zn のイメージングが
可能である。そこで本章では、前述の亜鉛錯体を 65Zn で標識し、GREI を用い
て 65Zn 標識亜鉛錯体投与後の 65Zn の挙動を解析することで、非侵襲的に体内
動態を評価できるか検証した。 
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第一節 実験方法 
 
1-1-1. 動物 
 
雄性 C57BL/6J マウス（10 週齢）を日本クレア株式会社から購入した。全て
の動物を固形基礎飼料（オリエンタル酵母工業株式会社）と水を自由に摂取で
きるようにし、12 時間/12 時間の明暗サイクルの設備の整った動物実験施設で
飼育した。動物実験は事前に岡山大学および理化学研究所の動物実験委員会に
承認を受け、岡山大学および理化学研究所の動物実験規則に則って行った。 
 
1-1-2. 標識合成 
 
放射性亜鉛（65Zn）は、理化学研究所仁科加速器研究センターRI応用チーム
より供与を受けた。亜鉛錯体（[Zn(opt)2] および [Zn(His)2]）は、京都薬科大学
代謝分析学分野より供与を受けた。精製した 65Znを溶かした生理食塩液（30 µL） 
に [Zn(opt)2] を溶かした Dimethyl sulfoxide（DMSO）（70 µL）または [Zn(His)2] 
を溶かした生理食塩液（70 µL）を加え、室温で一晩攪拌し、放射性亜鉛と非放
射性亜鉛の交換反応を行った 20,32–34)。標識率は算出していないが、本標識法は
亜鉛の配位水交換速度が速いことを利用したすでに確立された方法であり、定
量的に反応が進行することが知られている。[65Zn]ZnCl2 溶液は、投与直前に、
ZnCl2を溶かした DMSO 溶液（70 µL）と 65Zn を溶かした生理食塩液（30 µL）
を混合・撹拌することで調製した。GREI撮像実験に用いる投与液は 40 MBq/mg 
Zn、生体内分布解析に用いる投与液は 10 MBq/mg Zn となるように調整した。 
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1-1-3. GREI 撮像実験 
 
雄性C57BL/6Jマウス（11週齢）に、1.0 mg Zn/kg の投与量で、[[65Zn]Zn(opt)2]、
[65Zn]ZnCl2、または [[65Zn]Zn(His)2] を尾静脈内投与した。GREI の撮像ヘッド
の真下に板を置き、板の上にマウスをうつ伏せで固定した。真上から写真を撮
り、撮像時のマウスの位置を記録した。尾静脈内投与 15 分後からイソフルラン
麻酔下で GREI 撮像を行い、65Zn から放出されるガンマ線を検出した。獲得し
たデータからの画像再構成は、既法に基づき行った 40)。撮像実験は各群 2-3 匹
のマウスを用いたが、撮像中に死亡した個体もあり、結果の項では 8 時間連続
で撮像できた代表的なマウスの画像を示している。 
 
1-1-4. 生体内分布解析 
 
雄性C57BL/6Jマウス（11週齢）を [[65Zn]Zn(opt)2] 投与群（ZO群）、[65Zn]ZnCl2 
投与群（ZC 群）、または [65Zn] [Zn(His)2] 投与群（ZH 群）に分け、1.0 mg Zn/kg 
の投与量で、65Zn 標識化合物を尾静脈内投与した。投与 4 時間後に、イソフル
ラン麻酔下で解剖し、採血ならびに心臓、肺、膵臓、肝臓、腎臓および胃の摘
出を行った。血液および各組織サンプルは、重量および放射能を測定した。放
射能は Ge 半導体検出器を用いて測定した。生体内分布解析では、各群 4 匹の
マウスを用いた。 
 
1-1-5. 血糖降下作用の解析 
 
 雄性 C57BL/6J マウス（11 週齢）を Vehicle 投与群、ZnCl2 投与群、[Zn(His)2] 
投与群、[Zn(opt)2] 投与群、または opt 投与群に分け、1.0 mg Zn/kg の投与量
（Vehicle 投与群は vehicle（DMSO）のみ、opt 投与群は [Zn(opt)2] 投与群と同
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等量）で尾静脈内投与した。投与 0、1、2、4、8、12 および 24 時間後に、尾静
脈から微量の血液を採取し、グルテストエースを用いて血糖値を測定した。血
糖降下作用の解析では、各群 4-6 匹のマウスを用いた。 
 
 
1-1-6. 統計処理 
 本研究で得られたデータは、平均±標準偏差（mean±S.D.）で表示し、一元
配置分散分析後、Bonferroni または Tukey の多重比較検定を用いて統計解析を
行った。有意差の基準は、p＜0.001、p＜0.01、p＜0.05 とした。 
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第二節 結果 
 
1-2-1. GREI によるマウス生体内の 65Zn 標識亜鉛錯体の可視化 
 [[65Zn]Zn(opt)2]、[65Zn]ZnCl2、または [[65Zn]Zn(His)2] 投与マウスにおける 65Zn
の分布を示した 2時間ごとのGREI画像を Figure 5に示す。矢印は特徴的な 65Zn
の集積を表している。いずれのマウスも肝臓と思われる腹部に最も高い集積が
認められた。また、[[65Zn]Zn(opt)2] 投与マウスのみ、心臓と思われる胸部に高
い集積を認め、投与した亜鉛錯体間で 65Zn の異なる集積性を可視化することに
成功した。 
 高集積が見られた心臓、および肝臓と思われる部位に関心領域（region of 
interest, ROI）を設定し、ROI中の画像強度を算出した（Figure 6）。いずれのマ
ウスにおいても、経時的な変化はほとんど観察されなかった。化合物間を比較
すると、[[65Zn]Zn(opt)2] 投与マウスの心臓への集積が高いことが分かった。ま
た、肝臓への集積は、[[65Zn]Zn(opt)2] 投与マウスで低い傾向があることが分か
った。 
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Figure 5. Distribution images of 65Zn in C57BL/6J mice after the administration of 
the 65Zn-labeled Zn compounds ([[65Zn]Zn(opt)2] (ZO), [65Zn]ZnCl2 (ZC), or 
[[65Zn]Zn(His)2] (ZH)) reconstructed every 2h. The arrows indicate the characteristic 
accumulation of 65Zn. 
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Figure 6. Image intensities of the 65Zn accumulated in the heart (a) and liver (b) 
extracted from each time flame of the images for [[65Zn]Zn(opt)2], [65Zn]ZnCl2, and 
[[65Zn]Zn(His)2]. 
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1-2-2. 臓器摘出法による 65Zn の生体内分布解析 
 
[[65Zn]Zn(opt)2]、[65Zn]ZnCl2、または [[65Zn]Zn(His)2] 投与 4 時間後の血液、
および各組織中に含まれる 65Zn由来の放射能を定量した結果が Table 2である。
また、組織間の集積性の違いを明確にするため、同結果をグラフ化したものが
Figure 7 である。結果は、投与放射能当たりの各組織への集積を表す percent 
injected dose（%ID）で示してある。Table 2 および Figure 7 からいずれの化合物
も肝臓での集積が最も高く、他の組織への集積の 2 倍以上であることが分かる。
肝臓、膵臓、腎臓における集積は、ZO 群で低くなっており、ZC 群とはそれら
の組織における集積に有意な差が観察された。ZH 群とも、膵臓において有意差
が観察された。一方、心筋や肺においては、ZO 群で有意に高い集積を示すこと
が分かった。しかし、これらの集積量を肝臓と比較すると非常に低い値であっ
た。血液では、単位重量当たりの集積を表す percent injected dose per gram（%ID/g）
で示しており、その値が ZO 群で著しく高いことが分かる。 
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Table 2. The uptake rate (%ID) of 65Zn in each tissue and the concentration 
(%ID/g) in the blood at 4 hours after an intravenous administration of 
[[65Zn]Zn(opt)2], [65Zn]ZnCl2, or [[65Zn]Zn(His)2]. 
Organ 
(%ID) 
[[65Zn]Zn(opt)2] [
65Zn]ZnCl2 [[
65Zn]Zn(His)2] 
Heart 0.96 ± 0.23 
 
0.44 ± 0.07 ** 0.40 ± 0.06 ** 
Lung 1.91 ± 0.28 
 
0.73 ± 0.17 *** 0.75 ± 0.02 *** 
Stomach 1.19 ± 0.07 
 
1.38 ± 0.31 
 
1.24 ± 0.33 
 
Pancreas 3.98 ± 0.20 
 
6.67 ± 0.71 ** 6.01 ± 0.65 ** 
Liver 11.53 ± 0.61 
 
16.06 ± 3.19 * 13.00 ± 0.79 
 
Kidney 3.45 ± 0.27 
 
4.05 ± 0.08 * 3.97 ± 0.41 
 
Adipose 0.24 ± 0.02  0.15 ± 0.02 *** 0.13 ± 0.01 *** 
Thigh 
muscle 
0.42 ± 0.09  0.25 ± 0.04 ** 0.31 ± 0.01  
Blood 
(%ID/g) 
6.64 ± 1.61   0.66 ± 0.09 *** 1.05 ± 0.18 *** 
Data are expressed as mean ± SD for 4 mice. 
For the statistical evaluation, one-way analysis of variance with Bonferroni's test was 
used. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus [[65Zn]Zn(opt)2]. 
%ID, percent injected dose. %ID/g, percent injected dose per gram. 
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Figure 7. The uptake rate (%ID) of 65Zn in each tissue and the concentration 
(%ID/g) in the blood at 4 hours after an intravenous administration of 
[[65Zn]Zn(opt)2], [65Zn]ZnCl2, or [[65Zn]Zn(His)2]. Data are expressed as mean ± SD 
for 4 mice. For the statistical evaluation, one-way analysis of variance with Bonferroni's 
test was used. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus [[65Zn]Zn(opt)2]. %ID, percent 
injected dose. %ID/g, percent injected dose per gram. 
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1-2-3. 血糖降下作用の解析 
 
Vehicle、ZnCl2、[Zn(His)2]、[Zn(opt)2] または opt 投与 0、1、2、4、8、12 お
よび 24 時間後の血糖値を測定した（Figure 8）。[Zn(opt)2] 投与群では投与 1 時
間後から 12 時間後まで血糖値がおよそ 300-400 mg/dLに、opt 投与群ではおよ
そ 400-500 mg/dLに有意に増加した。投与 1 および 2 時間後では、[Zn(opt)2] 
投与群の血糖値が opt 投与群の血糖値よりも有意に低い値を示した。一方で、
有意差は認められなかったものの、ZnCl2投与群で血糖値の減少傾向が認めら
れた。Vehicleおよび [Zn(His)2] 投与群は血糖値の変動は認められなかった。 
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Figure 8. Blood glucose levels of of vehicle-, ZnCl2-, [Zn(His)2]-, [Zn(opt)2]-, and 
opt-treated mice after an intravenous administration. Data are expressed as mean 
values ± SD for 4-6 mice. For the statistical evaluation, one-way analysis of variance 
with Tukey's test was used. ***p<0.001 versus vehicle-treated mice. ††p<0.01, †† †
p<0.001 versus opt-treated mice. Symbols indicating significant difference versus ZnCl2-, 
or [Zn(His)2]-treated mice were omited for simplicity. 
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第三節 考察 
 
新規核医学イメージング装置 GREI を応用することで従来は非侵襲的に解析
できなかった亜鉛錯体の体内動態解析が可能になると考え、65Zn 標識亜鉛錯体
を用いて GREI撮像実験を行ったところ、亜鉛錯体間による 65Zn の分布の差異
を可視化することに成功し、GREI画像で観察された集積性の差異が、臓器摘出
法による結果を反映していることを確認した。以下に詳細を記す。 
臓器摘出法からいずれの化合物も肝臓への集積が最も高く（Table 2 および
Figure 7）、GREI画像において認められた腹部への高集積（Figure 5）が肝臓へ
の集積を反映していると考えられた。また、臓器摘出法で ZO 群の肝臓への亜
鉛の集積が ZC 群、ZH 群と比較して低かった（Table 2 および Figure 7）が、ROI
解析においても同様に [[65Zn]Zn(opt)2] 投与マウスの画像強度が比較的低い傾
向が認められた（Figure 6）。また、胸部への高集積が [[65Zn]Zn(opt)2] 投与マウ
スの GREI 画像で観察された。生体イメージングにおける心臓への集積は、心
筋への集積と心プールに存在する血液に由来し、心プールに存在する血液量は
全血液量の約 30%であることが知られている 42)。また、体重約 25 g のマウスの
全血は約 1.8 mL、血液の比重は約 1.06 であると報告されている 43–45)。以上のパ
ラメーターを用いて次に示す式より心臓の血液中に存在する 65Zn の放射能を
計算すると、[[65Zn]Zn(opt)2] 投与マウスで 3.80 ± 0.92（%ID）となる。 
6.64 ± 1.61 (%𝐼𝐷/𝑔)× 0.30×1.8 (𝑚𝐿)× 1.06 (𝑚𝐿/𝑔) = 3.80 ± 0.92 (%𝐼𝐷) 
この値は、心筋への集積（0.96（%ID））よりも 4 倍ほど高く、心臓への集積が
主に血液由来であることを裏付けており、主に血液の高い 65Zn 濃度が GREI画
像で認められた胸部での高集積を反映していると考えられた。 
肝臓、および血液において 65Zn の高集積が確認されたことから、GREI 撮像
実験で観察された高集積は主に肝臓および心プール中に含まれる血液に由来す
ることが確認された。しかし、膵臓や腎臓における集積も肝臓の半分以下では
 30 
あるが高い値を示していた（Table 2 および Figure 7）。[[65Zn]Zn(opt)2] 投与マウ
スで認められた心臓への集積は、心プール中に含まれる血液（3.80 ± 0.92（%ID））
と心筋への集積（0.96 ± 0.23（%ID））の合計である 4.75 ± 0.89（%ID）となる。
それに対し、膵臓への集積は 3.98 ± 0.20（%ID）、腎臓への集積は 3.45 ± 0.27
（%ID）であり、高集積が認められた心臓と比較してもその集積が無視できる
ほど低くはない。しかし、腎臓への集積は GREI 画像上ではっきりとは目視で
きない（Figure 5）。本実験で得られた GREI画像は、マウスの水平面の画像（う
つ伏せのマウスをマウスの背部から見た画像）であり、水平面上における面積
が大きな臓器は単位面積当たりの画像強度が低くなる。腎臓への集積は左右の
腎臓の合計値であり、心臓と比較して水平面上における面積が大きいため、
GREI 画像上では心臓と比較して腎臓の集積が低く観察されていると考えられ
る。一方、マウスの水平面の画像において膵臓は肝臓と非常に近接した位置に
存在し、現状の GREI の性能では、両者を区別することができない。そのため、
肝臓として ROIを設定した範囲に膵臓も含まれていると考えられる。また、同
様に心臓と肺も区別が困難であるため、心臓として ROIを設定した範囲に肺が
含まれていると考えられる。 
GREI 画像の画像強度が臓器摘出法による定量結果を反映しているかを確認
するため、[[65Zn]Zn(opt)2] 投与マウスの肝臓への集積と心臓への集積を比較し
た（Table 2、Figure 6 および Figure 7）。ROI中の画像強度（2-4 h および 4-6 h の
平均）に関しては、肝臓で 1.72×10-2、心臓で 6.85×10-3であり、心臓に対する
肝臓の比は 2.50 となった。一方、侵襲的解析による定量解析の結果では、肝臓
で 11.53 ± 0.61（%ID）、心臓（心筋および心プールの血液）で 4.75 ± 0.89（%ID）
であり、心臓に対する肝臓の割合は 2.47 ± 0.38 となり、ROI解析の結果と同等
であった。しかし、画像上の肝臓および心臓における ROI は、それぞれ膵臓、
肺を含んでいることが示唆された。そこで、それらを含むと考えると、肝臓は
15.51 ± 0.58（%ID）、心臓は 6.66 ± 1.14（%ID）で、心臓に対する肝臓の比は 2.37 
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± 0.34 となった。この場合でも、ROI解析の結果（2.50）と近似した値であるこ
とが確認された。 
GREI を用いた非侵襲的な亜鉛錯体の体内動態解析法の最終目標は、亜鉛の
標的臓器として考えられている膵臓、肝臓、脂肪および筋肉への亜鉛の移行量
を経時的かつ定量的に解析することである。本章では、亜鉛錯体間の分布の差
異を可視化することに成功したが、時間分解能や定量性、ROI の設定方法など
に課題がある。本章では、GREI 画像を 2 時間毎の再構成画像として表示して
おり、1 枚の画像を作成するために 2 時間の連続撮像で検出された全放射線の
データを用いている。近年、機器性能の改善が行われており 46)、第二章で示す
ように 30 分の撮像でも画像化することができるようになってきているものの、
分や秒単位でのダイナミックな挙動を捉えるためには、更なる機器性能の改善
が必要である。また、GREIはまだ画像再構成法が最適化されておらず、定量性
は担保されていない。定量性に関するデータとしては、Na131I 投与後の甲状腺
への集積を画像強度と定量値で比較した実験があり、両者が線形関係を有し、
有意に相関することが分かっている（未発表データ）。しかし、回帰直線の決定
係数は R2=0.8396 であり、厳密な比例関係は得られていない。現在、画像再構
成法の最適化が進められており、この最適化により定量性の改善が期待される。
ROI解析におけるROIの設定に関しては、高集積部位を視認して判断しており、
ROI の設定方法による誤差が多少なりとも存在すると考えられる。そのため、
より精度の高い解析には、CT や MRI を用いた形態学的解析の併用等が必要で
あると考えられる。 
[Zn(opt)2] は、糖尿病モデルマウスに対する経口投与で抗糖尿病作用を示す
ことが報告されていた 34)が、本章における正常マウスに対する静脈内投与によ
る血糖降下作用の解析において、[Zn(opt)2] 投与群で血糖値の上昇が認められ
た（Figure 8）。詳細なメカニズムは不明だが、マウスの種差（糖尿病モデルマ
ウスか正常マウスか）もしくは投与経路（経口投与か静脈内投与か）の差異に
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由来する結果の乖離であると考えられる。配位子である opt の単独投与によっ
ても血糖値が上昇したことから、配位子による作用であると推察され、opt 投与
群よりも [Zn(opt)2] 投与群の血糖値が低くなっていることから、亜鉛自体は血
糖値を下げる方向に働くことが示唆された。臓器摘出法による生体内分布解析
の結果から、ZO 群の心筋、肺、大腿筋および脂肪への集積が ZC 群、ZH 群と
比較して有意に高かった（Table 2 および Figure 7）。配位子の体内動態を解析で
きていないため推測ではあるが、配位子のこれらの組織への移行性が高く、存
在量は不明だが血中に配位子と相互作用している亜鉛が存在したため、これら
の組織への亜鉛の集積が高くなったのではないかと考えられる。標的臓器と考
えられている臓器 24–31)のうち、膵臓と肝臓への集積は ZO 群で低かったが、筋
肉や脂肪への集積は高かった（Table 2 および Figure 7）。opt 投与群に対する 
[Zn(opt)2] 投与群の血糖値の低下傾向（Figure 8）が亜鉛の作用によるものであ
ると考えると、血糖降下作用は筋肉や脂肪への亜鉛の移行量の増加に起因する
と考えられる。また、亜鉛の組織移行性が類似していた ZnCl2 投与群と 
[Zn(His)2] 投与群で薬効に差異が観察された（Figure 8）。[Zn(His)2] は安定度定
数が高く、インビトロ試験においてインスリン用作用を示さないことが報告さ
れている 36)。安定度定数が高い錯体は、細胞内に亜鉛錯体が移行しても亜鉛錯
体から亜鉛が解離せず効果を示さないと考えられている。本実験で得られた結
果は、インビボにおいても [Zn(His)2] が錯体として安定に存在し、錯体から亜
鉛が解離せず薬効を示さないことを示唆しており、亜鉛の生体内化学形態が薬
効発現に重要であると考えられた。しかしながら、本実験で定量した亜鉛の生
体内分布は 4 時間の 1 点で、正常マウスである C57BL/6J マウスを用いた結果
であるため、亜鉛の移行性と薬効との関連解明には、糖尿病モデルマウスを用
いたより詳細な検討が必要であると考えられる。 
結論として、本章では、亜鉛錯体を 65Zn で標識し、65Zn 標識亜鉛錯体投与後
の 65Zn の体内動態を GREIで評価することで、[[65Zn]Zn(opt)2] の他の化合物と
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は異なる分布を可視化することに成功した。錯体間による亜鉛の組織移行性の
差異の可視化分析は世界で初めてであり、GREIで観察された集積性の違いは、
臓器摘出法による定量解析の結果を反映していることが確認された。以上から、
定量性等の機器性能の改善が必要であると考えられるものの、65Zn 標識亜鉛錯
体を用いた GREI 撮像法が、化学形態の異なる亜鉛の体内動態を評価する有用
な手法となり得ることが示された。また、亜鉛の移行性が類似していた化合物
間で薬効の差異が認められたことから、亜鉛の体内動態だけでなく生体内化学
形態を同時に解析することの重要性が示唆された。 
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第二章 亜鉛錯体の体内動態と化学形態変化の同時解析 
 
第一章でGREIによる 65Znの体内動態の可視化法が亜鉛錯体の体内動態解析
を行う上で有用であることを示したが、生体内における亜鉛の化学形態も薬効
を解析する上で重要であることが示唆されている。脂肪細胞を用いたインビト
ロ試験により、亜鉛錯体の脂溶性や安定性が細胞内への亜鉛の取込量やインス
リン様作用に影響を及ぼすことが明らかにされている 35,36,47,48)。興味深いこと
に、安定度定数が 11 を超える亜鉛錯体は基本的にインスリン様作用を示さな
いことが報告されている 36)。この事実は、亜鉛錯体の薬効発現において亜鉛が
配位子から解離することが重要であることを示唆している。元来、基本的に配
位子のみでは薬効を示さないことから、亜鉛が薬効に必要不可欠な要素である
と考えられている。そのため、亜鉛錯体として細胞内へ取り込まれた後、細胞
内で亜鉛と配位子に解離し、解離した亜鉛が標的タンパク質と結合し、薬効を
示すものと考えられる。実際に、インスリンシグナルに関与する脱リン酸酵素
である Phosphatase and Tensin Homolog Deleted from Chromosome 10（PTEN）や
Protein-tyrosine phosphatase 1B（PTP1B）は、亜鉛により活性が制御されること
が報告されており、亜鉛錯体によるインスリン様作用の一部はこれらのタンパ
ク質への作用であることが示唆されている 30,49,50)。ドッキングシュミレーショ
ンにより、bis(hinokitiolato)zinc complex が PTEN や PTP1B と結合可能であるこ
とも報告されているが、亜鉛錯体の投与で亜鉛濃度が上昇し、これらのタンパ
ク質に作用するのか、亜鉛錯体がその構造を保ったままこれらのタンパク質と
相互作用し、阻害作用を示すのか等、未だに詳細なメカニズムは解明されてい
ない 30)。また、第一章において、生体内においても亜鉛錯体の安定性が薬効に
影響を及ぼすことを示唆する結果を得た。亜鉛の錯体化は、亜鉛のバイオアベ
イラビリティーを向上させることが報告されている 20,32,34)。錯体化により脂溶
性が高まり腸管吸収性が向上するためではないかと考えられているが、詳細な
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メカニズムは分かっていない。とりわけ、吸収・分布過程での亜鉛の化学形態
はほとんど分かっておらず、生体での亜鉛の化学形態を解析する手法が求めら
れている。 
亜鉛は閉殻の電子構造（3d104s0）をとっており、他の遷移金属錯体のように
色や吸収スペクトルの変化から反応の追跡、構造予測を行うことが困難である。
また、薬効を示す亜鉛錯体は安定度定数が低く、順相および逆相のHPLCやTLC
のような一般的な分離手法では解析中に錯体が亜鉛と配位子に解離してしまい、
化学形態解析が困難である。亜鉛錯体の化学形態を解析できる唯一の手法とし
て、X 線吸収端近傍構造（X-ray Absorption Near Edge Structure, XANES）イメー
ジングがある 51,52)。XANES イメージングは、X 線照射による内殻電子の励起に
起因して得られる吸収スペクトルを測定する。内殻電子の励起エネルギーは核
種固有の値となるため、着目元素の情報を得ることができ、非占有軌道への励
起に起因したスペクトル構造（XANES）を解析することにより、着目元素の価
数や配位構造等を調べることができる。事前に対象の錯体のスペクトルを解析
しておくことで、配位子の同定が可能である。しかし、X 線照射にシンクトロ
ン放射光源が必要で汎用性がなく、X 線の吸収スペクトルを検出するため、厚
みのあるサンプルを測定できない。また、内因性の亜鉛と外因性の亜鉛とを区
別することができず、投与した亜鉛錯体の化学形態変化の追跡はできない。 
XANES イメージングに代わる化学形態評価法としては、亜鉛との親和性の
異なる蛍光色素を用いた蛍光イメージングや二重標識法が提案されている 53,54)。
蛍光イメージングでは、蛍光色素が亜鉛と結合することにより発する蛍光を測
定し、亜鉛濃度を解析する。亜鉛との親和性の異なる複数の蛍光色素を用いる
ことにより、亜鉛の化学形態を推定できると考えられている。蛍光は高感度で
検出できるため、細胞内分布や経時的変化を解析するのに適しているが、原理
上、相互作用している配位子の同定はできない。また、発する蛍光の透過性が
高くないため生体深部組織の解析ができず、内因性の亜鉛と外因性の亜鉛を区
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別できず投与した亜鉛錯体の化学形態変化の追跡ができない。二重標識法は、
亜鉛と配位子の両者を標識して両者の体内動態を解析する方法であり、亜鉛と
配位子の集積性の差異から化学形態を評価する。亜鉛と配位子との直接的な相
互作用は解析できないが、外因性の亜鉛を追跡でき、体内動態と同時に解析で
きるという利点を有している。さらに、第一章で用いた新規核医学イメージン
グ技術 GREIは、複数の核種を同時に解析できる 40,46)。そのため、GREIと二重
標識法を組み合わせることで非侵襲的な化学形態解析が可能であると考えられ
る。そこで本章では、二重標識法を用いた侵襲的および非侵襲的な化学形態解
析を行うこととした。 
二重標識法の適応には、亜鉛と配位子の両者を標識した二重標識錯体が必要
である。モデル化合物としては、抗糖尿病作用を示し、配位子が標識可能であ
ることが望ましい。クリオキノール-亜鉛錯体は、抗糖尿病作用が報告されてい
るとともに、配位子がヨウ素を含んでおり放射性ヨウ素による標識が可能であ
る 55,56)。そこで本章では、二重標識法を用いてクリオキノール-亜鉛錯体の体内
動態と化学形態を同時に評価した。 
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第一節 実験方法 
 
2-1-1. 試薬 
 
5-chloro-7-iodo-8-quinolinol（クリオキノール、Cq）、および 5-chloro-8-quinolinol
（クロキシキン）は、シグマアルドリッチ社（St. Louis, MO, USA）より購入し
た。酢酸亜鉛二水和物（(CH3COO)2Zn·2H2O）は、和光純薬工業株式会社（大阪、
日本）より購入した。ZnCl2 は東京化成工業株式会社（東京、日本）より購入
した。精製アイソトープ製品 Iodine-131 radionuclide（131I）は、パーキンエルマ
ー社（Boston, USA）より購入した。精製アイソトープ製品 Iodine-125 radionuclide
（125I）は、American Radiolabeled Chemicals, Inc. （St. Louis, MO, USA）より購
入した。その他の試薬は、PEG400 およびアカシア（一級）を除き、全て特級の
ものを用いた。 
 
2-1-2. 動物 
 
雄性 KK-Ayマウスを日本クレア株式会社から購入し、個々のケージで個別飼
育した。このマウスは、ヒトの肥満関連 2 型糖尿病に非常に類似している優れ
たモデルとして知られている 57)。全ての動物を固形基礎飼料（オリエンタル酵
母工業株式会社）と水を自由に摂取できるようにし、12 時間/12 時間の明暗サ
イクルの設備の整った動物実験施設で飼育した。動物実験は事前に岡山大学お
よび理化学研究所の動物実験委員会に承認を受け、岡山大学および理化学研究
所の動物実験規則に則って行った。 
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2-1-3. Bis(5-chloro-7-iodo-8-quinolinolato)zinc complex [Zn(Cq)2] 合
成 
 
クリオキノール（611 mg, 2.0 mmol）を溶かしたテトラヒドロフラン
（THF）（10.0 mL）中に、(CH3COO)2Zn·2H2O（329 mg, 1.5 mmol）を溶かし
た水（4.0 mL）を滴下しながら加え、室温で90分撹拌した。撹拌後、黄色の沈
殿物を濾取し、アセトンで洗浄した。洗浄後、真空乾燥させ、精製産物を得
た。Yield: 523 mg (77.6%); 1H-NMR (DMSO-d6), δ: 7.69 (1H, dd, J = 4.2, 8.4 Hz), 
7.90 (1H, s), 8.45 (1H, dd, J = 4.2, 8.4 Hz), 8.47 (1H, dd, J = 4.2, 4.2 Hz); EI-MS m/z: 
674 (M+) Anal. Calcd for C18H8Cl2I2N2O2Zn: C, 32.05; H, 1.19; N, 4.15. Found: C, 
32.31; H, 1.05; N, 4.11. 
 
2-1-4. 標識合成 
 
クロキシキン（20 μg, 0.11 μmol）を溶かしたエタノール（25 μL）中に、
Na131I（14 MBq）を溶かした 0.1 M 水酸化ナトリウム（20 μL）を加え、その
溶液に 0.1 M リン酸二水素ナトリウム水溶液（20 μL）を加え、pHを5に調整
した。その溶液にクロラミンT（20 μg, 0.071 μmol）を溶かした水（8 μL）を加
え、2分室温で放置した。ピロ亜硫酸ナトリウム（100 μg, 0.66 μmol）を溶かし
た水（20 μL）を加えて反応を停止させ、COSMOSIL 5C18-AR-ΙΙ, 5 μm, 4.6×
150 mm column （ナカライテスク株式会社）を用いて逆相HPLCを行い、分
離・精製した。 移動相はアセトニトリル/0.1% TFA水（80/20%, v/v）で、流速
は 0.10 mL/min で精製した。4.2-5.2分に検出された [131I]Cq に由来する放射
能ピークを回収し、溶液を蒸発させた後にTHFに溶解し、非放射性のクリオキ
ノールと混合した。[131I]Cq は、放射化学的純度が90%以上であることをラジ
オTLCで確認した。 
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放射性亜鉛（65Zn）は、理化学研究所仁科加速器研究センターRI応用チーム
より供与された。精製した
 65Zn は、一度、酢酸への溶解、ヒーターでの乾燥
を行い、化学形を酢酸亜鉛の状態にした後、水へ溶解させ、非放射性の 
(CH3COO)2Zn·2H2O 水溶液と混合した。[131I]Cq（9.97 mg, 16.3 mmol, 3.43 
MBq）を溶かした THF（250 μL）中に、65Zn（8.28 MBq）を含有する 
(CH3COO)2Zn·2H2O（3.58 mg, 16.3 mmol）を溶かした水（110 μL）を滴下しな
がら加え、室温で90分撹拌した。黄色の沈殿物を濾取し、アセトンで洗浄し
た。洗浄後、真空乾燥させ、精製産物を得た。Yield: 10.2 mg (92.7%), 65Zn: 7.04 
MBq (85.0%), 131I: 2.82 MBq (82.4%). 65Znおよび131I標識 [Zn(Cq)2] の構造を
Figure 8に示す。 投与濃度を調整するため、投与前に非標識錯体と混合して、
PEG400に溶解した。[65Zn]ZnCl2は、5%の水を含有するPEG400に溶解した。生
体内分布解析に用いる投与液は0.33 MBq/mg Zn（65Zn）および0.11 MBq/mg Zn
（131I）、GREI撮像実験に用いる投与液は3.3 MBq/mg Zn（65Zn）および1.1 
MBq/mg Zn（131I）となるように調製した。 
 
 
Figure 9. Chemical structure of 65Zn- and 131I-labeled [Zn(Cq)2]. 
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2-1-5. [Zn(Cq)2] の物理化学的特性の評価 
2-1-5-1. [Zn(Cq)2] の脂溶性に関する検討 
 DMSOに溶解した非放射性の [Zn(Cq)2] に [65Zn]ZnCl2と [125I]Cq を加え、
一晩攪拌することで、65Zn および 125I標識 [Zn(Cq)2] を得た（終濃度 3.46 
mmol/L、0.50 GBq/L（65Zn、125Iの両者とも））。同様に、亜鉛およびクリオキ
ノールの濃度が [Zn(Cq)2] と同濃度となるように、[65Zn]ZnCl2と [125I]Cq の
DMSO溶液を調製した。脂溶性の評価は、n-octanol / HEPES 緩衝液分配係数
（PC 値）を測定することにより行った。n-octanol と 10 mM HEPES 緩衝液
（pH 7.4）各 500 μLをチューブに入れ、65Zn および 125I標識 [Zn(Cq)2]、
[65Zn]ZnCl2または [125I]Cq の DMSO 溶液 5 μL を添加した。混和と静置を 1 分
間それぞれ 5 回ずつ繰り返した後、室温、3,000×g で 5 分間遠心した。各相
から 300 μLずつ分取し、ガンマカウンターで 65Zn および 125Iを定量し、次に
示す式により PC 値を算出した。 
Log PC = Log10 ([65Zn or 125I conc. in n-octanol phase] / [65Zn or 125I conc. in HEPES 
buffer phase]) 
 
2-1-5-2. [Zn(Cq)2] の呈色反応に関する検討 
 2.5、5.0、10、20 および 40 nM の [Zn(Cq)2] およびクリオキノールを DMSO
に溶解し、200-600 nm における紫外可視吸光スペクトルを測定した。 
 
2-1-5-3. ゲルろ過クロマトグラフィー、HPLC および TLC を用いた [Zn(Cq)2] 
の安定性に関する検討 
 ゲルろ過クロマトグラフィーを用いた解析では、DMSOで膨潤させたカラ
ム（Sephadex LH-20）を用いて、[Zn(Cq)2] とクリオキノールの混合溶液を分
析した。[Zn(Cq)2] とクリオキノールの濃度は、いずれも 6.92 mmoL/Lとなる
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ように調製し、DMSO を展開溶媒として用いた。1 mLずつサンプルを分取
し、分取したサンプルはそれぞれ紫外可視吸光スペクトルを測定した。 
 逆相の HPLC を用いた解析では、2-1-4.でクリオキノールの分離・精製に用
いたカラムと同一のカラムを用いて [Zn(Cq)2] を分析した。移動相はアセトニ
トリル/0.1% TFA 水（100/0-60/40%, v/v）、流速は 1.0 mL/min、検出波長は 254 
nm または 405 nm を用いて分析した。 
順相の TLC（シリカゲル 60 F254）を用いた解析では、まず非放射性のクリ
オキノールまたは [Zn(Cq)2] を分析し、それぞれの Rf 値を求めた。展開溶媒
には 0.5% NH4OH を含む 5% methanol/dichloromethaneを用いた。次に、2-1-5-
1.と同様の方法で [[65Zn]Zn(Cq)2] を調製（終濃度 6.92 mmoL/L）し、非放射性
標識体の場合と同様に TLC での分析を行った。また、Rf値の 2 分の 1 に相当
する部分で TLC 板を上下に切断し、Ge半導体検出器を用いてそれぞれの TLC
板に含まれる 65Zn を定量した。 
 
2-1-6. 臓器摘出法による生体内分布解析 
 
雄性 KK-Ayマウス（9 週齢）を、65Zn および 131I標識 [Zn(Cq)2] 投与群（ZQ 群）、
または [65Zn]ZnCl2投与群（ZC 群）に分け、10 mg Zn/kg （1 匹当たり 65Zn: 0.15 
MBq、131I: 0.05 MBq）の投与量で経口投与した。投与 2 または 6 時間後に、イ
ソフルラン麻酔下で解剖し、採血、および心臓、胃、膵臓、肝臓、小腸、腎臓、
大腿筋、大腿骨、脂肪の摘出を行った。血液および各組織サンプルは、重量お
よび放射能を測定した。放射能は Ge 半導体検出器またはガンマカウンターを
用いて測定した。生体内分布解析には、各群 3-4 匹のマウスを用いた。 
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2-1-7. GREI 撮像実験 
 
雄性 KK-Ayマウス（9 週齢）に、10 mg Zn/kg （1 匹当たり 65Zn: 1.5 MBq、
131I: 0.5 MBq）の投与量で、65Zn および 131I標識 [Zn(Cq)2] を経口投与した。GREI
の撮像ヘッドの真下に板を置き、板の上にマウスをうつ伏せで固定した。真上
から写真を撮り、撮像時のマウスの位置を記録した。経口投与 15 分後から 30
分間、2、4、6、および 24 時間後から 60 分間、イソフルラン麻酔下で GREI撮
像を行い、65Zn および 131I から放出されるガンマ線を検出した。獲得したデー
タからの画像再構成は、既報に基づいて行った 40)。GREI撮像実験には、2 匹の
マウスを用いた。 
 
2-1-8. 画像解析 
 
画像解析には、画像解析ソフト ImageJ（バージョン 1.50i）を用いた。生体内
における 65Zn と 131Iの分布と [Zn(Cq)2] の化学形態を非侵襲的に評価するため、
高い放射能集積が認められた部位に ROIを設定し、ROI中のピクセル値を積算
することで放射能に由来する画像強度を算出した。ROI 解析では、投与した化
合物の排泄が全く行われていない投与直後である 0-0.5 時間後のマウスの全身
に ROIを設定して画像強度を算出することで、投与放射能に由来する画像強度
を算出した。投与放射能由来の画像強度に対する各 ROI における画像強度を
65Zn および 131I のそれぞれで算出した。投与したヨウ素と亜鉛のモル比に相当
する I/Zn 比は以下の式で算出した： 
I/Zn = 2 ∙ (
𝐼𝑅𝑂𝐼
𝐼𝑊𝐵
) / (
𝑍𝑛𝑅𝑂𝐼
𝑍𝑛𝑊𝐵
) 
IROIおよび IWBは、それぞれ各 ROI中および投与 0-0.5 時間後のマウス全身にお
ける 131Iの画像強度を示しており、ZnROIおよび ZnWBは、それぞれ各 ROI中お
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よび投与 0-0.5 時間後のマウス全身における 65Zn の画像強度を示している。ま
た、投与した亜鉛のうち配位子と共局在しておらず、確実に錯体から解離して
いる割合を示す[Zn(Cq)2] の最低解離割合（Minimum dissociation ratio; MDR）を、
65Zn の投与放射能に対する割合と I/Zn 比より以下の式で算出した： 
MDR = (
𝑍𝑛𝑅𝑂𝐼
𝑍𝑛𝑊𝐵
) ∙ (1 −
𝐼/𝑍𝑛
2
) =
𝑍𝑛𝑅𝑂𝐼
𝑍𝑛𝑊𝐵
−
𝐼𝑅𝑂𝐼
𝐼𝑊𝐵
 
 
2-1-9. Caco-2 細胞を用いた膜透過性試験 
 
POCA® 小腸吸収（CACO-2）を DS ファーマバイオメディカル株式会社（大
阪、日本）から購入した。Caco-2 細胞の播種細胞数は 1.77×104 Cells/well で、
培養 20 日目の細胞を使用した。Caco-2 細胞はトランスウェルのインサートフ
ィルター（表面積: 0.33 cm2、ポアサイズ: 0.4 µm）上に単層膜を形成しており、
膜抵抗値が˃600 Ω·cm2であることが確認されていた。単層膜は、Hanks' Balanced 
Salt solution（HBSS）溶液で 2 回洗浄した後、0.15, 0.30, 0.60 mM の 65Zn および
125I標識 [Zn(Cq)2] または [65Zn]ZnCl2を Apical 側に添加した（HBSS 溶液（pH 
6.0、1% アカシアおよび 2% DMSO を含む）に溶解）。アカシアは、マメ科植物
Accacia Senegal (L) Willd. 等の枝幹から得た粘液様分泌物の乾燥品で、分子量
24-58 万の高分子である。アラビノース、ラムノース、ガラクトース、グルクロ
ン酸などを主成分とし、乳化剤、増粘剤、結合剤として、食品・医療分野で使
用されている。HBSS 溶液（pH 7.4、5% ウシ血清アルブミンを含む）を Basolateral
側に添加した後、37 度でインキュベートした。10、20、40 および 60 分後に
Apical 側および Basolateral 側の溶液の一部を分取した。また、Caco-2 単層膜は、
60 分後に 1 mM エチレンジアミン四酢酸含有のリン酸緩衝生理食塩水で 3 回
洗浄した。ガンマカウンターを用いてApical 側、Basolateral 側、および Caco-2
細胞内に含まれる放射能を定量した。定量した 65Zn および 125I の放射能から、
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各フラクションにおける亜鉛およびヨウ素量を求めた。 
 
2-1-10. 統計処理 
 
本研究で得られたデータは、平均±標準偏差（mean±S.D.）で表示し、Unpaired 
t-test を用いて統計解析を行った。有意差の基準は、p＜0.001、p＜0.01、p＜0.05
とした。 
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第二節 結果 
 
2-2-1. [Zn(Cq)2] の物理化学的特性 
 
n-octanol / HEPES緩衝液分配係数（PC値）を用いた脂溶性評価の結果、ZnCl2、
[Zn(Cq)2]、クリオキノールの順に高い Log PC 値を示すことが分かった（Table 
3）。また、[Zn(Cq)2] の Log PC 値が 65Zn を指標に用いた場合よりも 125Iを指標
に用いた場合のほうが高い値を示すことが分かった。 
 
Table 3. Log PC of ZnCl2, clioquinol, and [Zn(Cq)2]. 
 ZnCl2 Cq [Zn(Cq)2] 
 65Zn  125I  65Zn  125I 
Log PC -2.61±0.44  2.47±0.30  1.29±0.05  1.99±0.07 
Data are expressed as mean ± SD for 3 measurements. 
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 紫外可視吸光スペクトルの解析から、クリオキノールが 246 nm に吸収極
大を有しており、この吸収極大が亜鉛と錯体を形成することで長波長側（256 
nm）にシフトすることが分かった（Figure 10）。また、[Zn(Cq)2] のみ 405 nm 付
近の吸収が増大していた。 
 
 
Figure 10. UV-Vis spectrum of 2.5, 5.0, 10, 20, and 40 nmol/L (nM) of Cq (a) and 
Zn(Cq)2 (b). The spectrum of 40 nM Cq and 20 nM Zn(Cq)2 is compared (c). 
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ゲルろ過カラム（LD-20）を用いた解析では、[Zn(Cq)2] とクリオキノールに
共通して吸収が認められた 352 nm の光の吸光度を各フラクションで解析する
ことで、2 つのピークが認められた（Figure 11-(a)）。しかし、これらのピークは
重なっており、2 つの分離したピークとしては検出されなかった。[Zn(Cq)2] に
のみ吸収が認められた 405 nm の光の吸光度を各フラクションで解析すると、
352 nm の吸光度の場合に観察された一方のピークと同様の位置にピークが検
出された（Figure 11-(b)）。 
 
Figure 11. Absorbance of the solvent in each fraction at 352 nm (a) and 405 nm (b). 
 
逆相の HPLC を用いた [Zn(Cq)2] の解析では、254 nm の波長を検出した場合
は、いずれの移動相を用いた場合でもクリオキノール単独の場合と同じ時間に
ピークが検出されたが、405 nm の波長ではピークが検出されなかった。 
順相の TLC を用いた解析では、[Zn(Cq)2] を展開した後に、クリオキノール
の Rf 値の 2 分の 1 に相当する部分で上下に TLC 板を切断したが、UV 照射に
よりクリオキノールが検出された上側の TLC 板で 65Zn が全く検出されなかっ
た（n=5）。この結果は、クリオキノールが TLC 板の上側に、亜鉛が TLC 板の
下側に含まれていることを示している。 
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2-2-2. 65Zn および 131I の生体内分布 
 
65Zn および 131I 標識 [Zn(Cq)2]、または [65Zn]ZnCl2投与 2 または 6 時間後の
血液および各組織中に含まれる放射能を定量した（Table 4 および 5）。ZQ 群、
ZC 群のいずれにおいても、65Zn は胃、膵臓、肝臓、小腸、および腎臓に高い集
積が認められた。また、いずれの組織においても、ZQ 群の集積が ZC 群の集積
よりも顕著に高いことが分かり、ほとんどの組織で有意差が認められた。ZQ 群
では、ほとんどの組織で 2 時間後から 6 時間後の経時変化は認められなかった
が、血液の 65Zn のみ 2 時間後から 6 時間後にかけて有意に集積が減少してい
た。ZC 群でも、ほとんどの組織で有意な経時的変化は認められなかったが、心
臓と脂肪において有意な集積の増加が認められた。ZQ 群の 65Zn と 131I の集積
を比較すると、ほとんどの組織で 65Zn の集積が 131Iの集積より高かった。とり
わけ、膵臓では 131I の集積が顕著に低かった。一方、胃においては 131I の集積
が 65Zn の集積より高かった。 
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Table 4. Concentration of 65Zn and 131I in blood and wet tissues (%ID/g) after an 
administration of 65Zn- and 131I-labeled [Zn(Cq)2] 
Organ 65Zn 
    131I 
 
 
2 h 
 
6 h 
  
2 h 6 h 
Blood 0.55 ± 0.06 *** 0.28 ± 0.12 †   0.26 ± 0.04 0.36 ± 0.10 
Heart 0.64 ± 0.17 * 0.64 ± 0.06 ***  0.18 ± 0.02 0.18 ± 0.03 
Stomach 
wall 
15.34 ± 8.03  10.27 ± 3.17 **  29.14 ± 5.61 17.39 ± 6.28 
Pancreas 4.16 ± 1.19 * 4.15 ± 1.19 *  0.21 ± 0.05 0.20 ± 0.05 
Liver 1.41 ± 0.35 * 1.77 ± 0.46 *  0.78 ± 0.43 0.76 ± 0.25 
Small 
intestine 
wall 
3.43 ± 1.05 * 3.03 ± 0.50 ***  1.09 ± 0.49 1.07 ± 0.29 
Kidney 1.26 ± 0.35 ** 1.48 ± 0.23 ***  0.46 ± 0.11 0.66 ± 0.15 
Thigh 
muscle 
0.10 ± 0.03 ** 0.14 ± 0.03 *  0.07 ± 0.02 0.11 ± 0.03 
Femur 
bone 
0.54 ± 0.01 *** 0.64 ± 0.13 **  0.11 ± 0.03 0.11 ± 0.04 
Adipose 0.05 ± 0.00 *** 0.05 ± 0.01 ***  0.12 ± 0.03 0.17 ± 0.05 
Data are expressed as mean ± SD for 3-4 mice. 
For the statistical evaluation, unpaired t-test was used. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 vs. [65Zn]ZnCl2 (Table 4). †p<0.05 vs. 2h 
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Table 5. Concentration of 65Zn in blood and wet tissues 
(%ID/g) after an administration of [65Zn]ZnCl2 
Organ 65Zn 
   
 
2 h 
 
6 h 
 
Blood 0.07 ± 0.03   0.04 ± 0.02   
Heart 0.04 ± 0.01  0.09 ± 0.03 † 
Stomach wall 1.17 ± 0.84  0.81 ± 0.91  
Pancreas 0.42 ± 0.14  0.61 ± 0.22  
Liver 0.18 ± 0.03  0.30 ± 0.10  
Small intestine 
wall 
0.68 ± 0.23  0.64 ± 0.24  
Kidney 0.25 ± 0.11  0.24 ± 0.07  
Thigh muscle 0.02 ± 0.01  0.02 ± 0.01  
Femur bone 0.05 ± 0.02  0.12 ± 0.09  
Adipose 0.01 ± 0.00  0.01 ± 0.00 † 
Data are expressed as mean ± SD for 3-4 mice. 
For the statistical evaluation, unpaired t-test was used.  
†p<0.05 vs. 2h 
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Table 6 は、投与されたヨウ素と亜鉛のモル比を示しており、[Zn(Cq)2] の化
学形態を示唆する値となっている。投与前の亜鉛と配位子が 1:2 で構成された
亜鉛錯体は、I/Zn 比が 2 となり、仮に亜鉛と配位子が 1:1 で構成された亜鉛錯
体を形成していた場合は、I/Zn 比が 1 となる。胃や脂肪においては、I/Zn 比が
2 を超えていた。その他の多くの組織では、I/Zn 比が 1 以下となっていた。と
りわけ膵臓においては、I/Zn 比が 0.10 と顕著に低い値を示していた。これは、
膵臓に集積した亜鉛のうち、少なくとも 90%以上がクリオキノールと相互作用
していないことを示している。一方で、大腿筋における I/Zn 比は、他の組織と
比較して高い傾向を示した（2 時間後: 1.47、6 時間後: 1.54）。 
 
Table 6. Molar ratio of administered I to Zn in 
blood and wet tissues after an administration 
of 65Zn- and 131I-labeled [Zn(Cq)2] 
Organ 2 h 6 h 
Blood 0.97 ± 0.20 2.74 ± 0.59 
Heart 0.59 ± 0.19 0.55 ± 0.13 
Stomach wall 4.29 ± 1.48 3.36 ± 0.26 
Pancreas 0.10 ± 0.01 0.10 ± 0.01 
Liver 1.19 ± 0.75 0.86 ± 0.24 
Small intestine wall 0.63 ± 0.21 0.71 ± 0.13 
Kidney 0.75 ± 0.14 0.90 ± 0.18 
Thigh muscle 1.47 ± 0.39 1.54 ± 0.36 
Femur bone 0.41 ± 0.10 0.36 ± 0.08 
Adipose 4.72 ± 1.31 6.75 ± 1.01 
Data are expressed as mean ± SD for 3 mice. 
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血中から各組織への亜鉛の移行に対するクリオキノールの影響を調べるため、
65Zn および 131I 標識 [Zn(Cq)2]、または [65Zn]ZnCl2投与 2 または 6 時間後の血
液に対する各組織における 65Zn 濃度の比を算出した（Table 7）。胃や小腸など
の血液からだけではなく消化管内からの吸収がある組織以外では、血液比は膵
臓が最も高く、次いで肝臓、腎臓が高いことが分かった。投与 2 時間後の ZQ
群の心臓の値が ZC 群と比較して有意に高い値を示したが、その他の組織にお
いては、ZQ 群と ZC 群の間に有意な差は認められなかった。また、仮に血中か
ら各組織への亜鉛の移行にクリオキノールの影響が全くないと考えると、
[65Zn]ZnCl2の静脈内投与後の各組織への亜鉛の移行と同様であると考えられる。
そのため、第一章で行った [65Zn]ZnCl2 の静脈内投与実験のデータと比較した
（Figure 12）。静脈内投与実験は正常マウスである C57BL/6J を用いた実験であ
ることや、経口投与実験と静脈内投与実験で解析している時間が異なることな
どの問題点はあるが、胃や小腸などの血液からだけではなく消化管内からの吸
収がある組織以外では、膵臓の血液比が最も高く、次いで肝臓、腎臓の血液比
が高いといった亜鉛の組織移行性が、いずれの投与経路・時間においても同様
であることが分かった。 
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Table 7. Tissue to blood ratio of the 65Zn concentration at 2 and 6 hours after an 
oral administration of 65Zn- and 131I-labeled [Zn(Cq)2] or [65Zn]ZnCl2 
Organ 2 h 
   6 h   
[Zn(Cq)2] 
 
ZnCl2 
 
[Zn(Cq)2] ZnCl2 
Stomach 27.97 ± 15.27  22.94 ± 24.97  39.20 ± 8.07 22.20 ± 23.56 
Heart 1.14 ± 0.19 ** 0.52 ± 0.03  2.62 ± 1.03 1.98 ± 0.31 
Pancreas 7.46 ± 1.16  6.45 ± 1.98   15.88 ± 2.69 14.14 ± 1.51 
Liver 2.53 ± 0.29  2.94 ± 0.99 
 
6.82 ± 1.22 7.02 ± 1.22 
Small 
intestine 
6.15 ± 1.40  11.81 ± 7.62  12.04 ± 3.77 15.54 ± 6.09 
Kidney 2.30 ± 0.68  3.99 ± 1.93  5.90 ± 1.95 5.79 ± 1.19 
Thigh muscle 0.18 ± 0.04  0.31 ± 0.17  0.56 ± 0.12 0.50 ± 0.21 
Femur bone 0.98 ± 0.08  0.81 ± 0.11  2.83 ± 1.80 2.47 ± 1.19 
Adipose 0.09 ± 0.01  0.10 ± 0.02 
 
0.19 ± 0.05 0.27 ± 0.06 
Data are expressed as mean ± SD for 3-4 mice.  
For the statistical evaluation, unpaired t-test was used. **p<0.01 vs. ZnCl2. 
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Figure 12. Tissue to blood ratio of the 65Zn concentration at 2 and 6 hours after an 
oral administration of 65Zn- and 131I-labeled [Zn(Cq)2] or [65Zn]ZnCl2 and at 4 
hours after an intravenous administration of [65Zn]ZnCl2. O: oral administration, 
IV: intravenous administration, ZC: [65Zn]ZnCl2, ZQ:
 65Zn- and 131I-labeled [Zn(Cq)2].  
S
to
m
a
c
h
P
a
n
c
re
a
s
L
iv
e
r
S
m
a
ll 
in
te
s
t i
n
e
K
id
n
e
y
H
e
a
r t
F
e
m
u
r 
b
o
n
e
A
d
ip
o
s
e
T
h
ig
h
 m
u
s
c
le
0
2 0
4 0
6 0
B
lo
o
d
 r
a
ti
o
O -Z C -2 h
O -Z Q -2 h
O -Z C -6 h
O -Z Q -6 h
IV -Z C -4 h
A
d
ip
o
s
e
T
h
ig
h
 m
u
s
c
le
0 .0
0 .2
0 .4
0 .6
0 .8
1 .0
B
lo
o
d
 r
a
ti
o
 55 
2-2-3. GREIを用いた 65Znおよび 131I標識 [Zn(Cq)2] 投与後の 65Zn
および 131I の生体内挙動の可視化 
 
 投与 0-0.5 時間後のGREI画像において、65Zn および 131Iの胃への高集積が認
められ、経時的にその集積が移行する様子が観察された（Figure 13）。GREI画
像から 65Zn および 131Iの集積臓器を厳密に同定するのは困難であったが、投与
2-3 時間後、4-5 時間後において、65Zn と 131Iの集積性に差異が認められた。65Zn
と 131I の集積部位は基本的には類似しており、大部分は共局在していると考え
られたが、マウス No.1 では、集積性の差異が目視でも認められた（Figure 13-
(a)）。また 24-25 時間後において、マウス No.2 では 65Zn と 131Iの集積がほとん
ど認められなかった（(Figure 13-(b)）。 
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Figure 13. Distribution images of 65Zn (red), 131I (blue), and both (merge) in KK-Ay 
mouse of No.1 (a) and No.2 (b) at 0-0.5, 2-3, 4-5, 6-7, and 24-25 hours after a single 
administration of 65Zn- and 131I-labeled [Zn(Cq)2]. Circles in merge images indicate 
the ROI around the high accumulation of 65Zn and/or 131I. 
  
(a) 
(b) 
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 Table 8 および 9 は、65Zn および 131I の投与 0-0.5 時間後のマウス体内の画像
強度に対する各 ROI中の画像強度、I/Zn 比、およびMDR を示している。Table 
8 および 9 の ROIの番号は、それぞれ Figure 13-(a) および 13-(b) の融合画像中
に示している番号と対応している。各タイムポイントで特定の臓器に ROIを設
定すれば、その臓器における集積の経時的変化を追跡できるが、GREI画像から
は臓器の位置の特定が困難であったため、各タイムポイントで認められた高集
積部位に ROI を設定して解析している。0-0.5 時間後においては、半分以上の
65Zn および 131I が胃と思われる ROI No.1 中に存在し、その I/Zn 比が 2 を超え
ていた。2-3 時間後においては、I/Zn 比が 2 以下である ROIが存在し、MDR の
値が最も高かった。4-5 時間後においても、I/Zn 比が 2 以下である ROI が存在
した。6-7 時間後においては、すべての ROIにおける I/Zn 比が 2 を上回ってい
た。24-25 時間後においては、マウス No.1 で I/Zn 比が 2 以下である ROI が認
められた。マウス No.2 では 65Zn および 131I の集積がほとんど観察されなかっ
た。MDR の値は 65Zn（%）から 131I（％）を減じた値となっており、65Zn と 131I
が投与時と同じ 1:2 の割合で存在する場合は 0 で、65Zn 過多で正の値、131I過多
で負の値となる。131I 過多の場合は亜鉛と相互作用していないクリオキノール
が存在することが分かるが、亜鉛が錯体として存在するか、相互作用しておら
ず共局在しているだけであるのかは分からない。一方、65Zn 過多の場合は 
[Zn(Cq)2] から解離した亜鉛が存在することが分かる。以上から、各タイムポイ
ントにおける MDR の正の値の合計値が、[Zn(Cq)2] の最低解離割合を示してい
ることが分かり、投与 2-3時間後で最も高くなっていた（マウスNo.1で 11.7%、
マウス No.2 で 6.4%）。ここで注意すべき点は、亜鉛はクリオキノールと 1:2 で
安定な錯体を形成するものの、1:1 で相互作用する可能性も考えられることで
ある。そのため、MDR の値はクリオキノールとの相互作用が全くないことを保
証する値ではない。I/Zn 比が 1 を下回った場合は確実にクリオキノールと相互
作用をしていない亜鉛が存在するといえる。投与 2-3 時間後の ROI No.3 のみ
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I/Zn 比が 1 を下回っており、クリオキノールと全く相互作用していない亜鉛が
存在することが分かる。しかし、その存在量は 5%以下（65Zn（%）から 2×131I
（％）を減じた値）と非常に少なかった。また、すべてのタイムポイントにお
ける ROIのほとんどでMDR の値は 0 以下であったことから、大部分の亜鉛は
クリオキノールと（亜鉛とクリオキノールの比が 1:2 以上で）共局在している
ことが分かった。 
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Table 8. Accumulation rate of 65Zn and 131I (%), I/Zn ratio, and minimum 
dissociation ratio (MDR) (%) calculated in each ROI (Figure 9-(a)) after an 
administration of 65Zn- and 131I-labeled [Zn(Cq)2] 
Time ROI 65Zn (%) 131I (%) I/Zn MDR (%) 
0-0.5 h No.1 51.4  59.6   2.32   -8.2    
No.2 22.7  25.1   2.21   -2.4   
2-3 h No.1 16.5  57.4   6.94   -40.9    
No.2 8.2  9.5   2.32   -1.3   
 
No.3 19.2  7.5   0.78   11.7   
 
No.4 10.1  10.0   1.98   0.1   
 
No.5 6.8  7.2   2.11   -0.4   
4-5 h No.1 12.7  39.7   6.26   -27.0    
No.2 13.1  10.3   1.58   2.8   
 
No.3 22.0  27.4   2.50   -5.4   
 
No.4 13.8  9.7   1.41   4.1   
6-7 h No.1 12.8  24.7   3.86   -11.9    
No.2 12.1  12.6   2.09   -0.5   
 
No.3 28.7  41.5   2.89   -12.8   
 
No.4 9.5  12.9   2.72   -3.4   
24-25 h No.1 13.7  13.8   2.02   -0.1    
No.2 13.9  14.5   2.09   -0.6   
 
No.3 9.2  5.0   1.08   4.2   
 
No.4 7.4  6.0   1.62   1.4   
The ROI numbers at each time point correspond to those indicated in Figure 9-(a).  
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Table 9. Accumulation rate of 65Zn and 131I (%), I/Zn ratio, and minimum 
dissociation ratio (MDR) (%) calculated in each ROI (Figure 9-(b)) after an 
administration of 65Zn- and 131I-labeled [Zn(Cq)2] 
Time ROI 65Zn (%) 131I (%) I/Zn MDR (%) 
0-0.5 h No.1 73.1  
 
96.1  
 
2.63  
 
-23.0 
 
2-3 h No.1 29.8  
 
45.0  
 
3.02  
 
-15.2 
 
 No.2 8.3  
 
27.6  
 
6.69  
 
-19.4 
 
 No.3 7.1  
 
3.1  
 
0.88  
 
3.9  
 
 No.4 13.5  
 
11.0  
 
1.62  
 
2.5  
 
 No.5 0.5  
 
4.4  
 
16.31  
 
-3.9 
 
4-5 h No.1 31.7  
 
50.5  
 
3.19  
 
-18.8 
 
 No.2 18.1  
 
16.5  
 
1.83  
 
1.6  
 
 No.3 9.9  
 
10.3  
 
2.07  
 
-0.4 
 
6-7 h No.1 29.1  
 
41.9  
 
2.87  
 
-12.7 
 
 No.2 9.5  
 
11.1  
 
2.34  
 
-1.6 
 
 No.3 8.6  
 
9.3  
 
2.15  
 
-0.6 
 
 No.4 3.5  
 
4.5  
 
2.57  
 
-1.0 
 
The ROI numbers at each time point correspond to those indicated in Figure 9-(b).  
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 Table 10 は 24-25 時間後の GREI 撮像後の各組織および血液に含まれる 65Zn
および 131Iを臓器摘出法により定量した結果を示している。65Znおよび 131Iは、
マウス No.1 ではともに大腸への集積が最も高く、そのほとんどが内容物中に
含まれていた。マウスNo.2 では、ほとんどが糞便中に含まれていた。個体差が
大きく 2 匹分の結果ではあるものの、2 時間後および 6 時間後の結果と比較す
ることで経時的変化を解析できるため、投与 2、6 および 25 時間後の 65Zn およ
び 131Iの集積を比較した（Figure 14）。最も集積の高かった胃においては、65Zn
と 131Iの両者とも経時的に減少している様子が観察された。その他の組織では、
65Zn と 131I の両者とも 2 時間後から 6 時間後での変化はほとんど認められなか
ったのに対し、25 時間後に関しては 65Zn で集積の増加傾向が 131Iで集積の減少
傾向が認められた。131I に関しては、小腸や大腿骨など 6 時間後の集積とほと
んど変化のない組織も存在したが、肝臓や腎臓などでは顕著な減少傾向が認め
られた。 
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Table 10. Accumulation of 65Zn and 131I in feces, urine, and 
wet tissues (%ID) derived from administration of 65Zn- and 
131I-labeled [Zn(Cq)2] after GREI at 24-25 hours 
Organ No.1 
 
 No.2 
 
 
  65Zn   131I    65Zn   131I 
Feces/25 h 8.03  12.68   78.48  42.38  
Urine/25 h 0.36  6.96   0.21  19.16  
Heart 0.27  0.03   0.13  0.00  
Stomach* 1.12  1.69   2.75  3.84  
Stomach wall 0.54  0.73   0.68  0.78  
Pancreas 1.88  0.05   0.51  0.00  
Liver 9.18  0.58   2.54  0.09  
Small intestine* 10.79  5.05   2.50  0.51  
Small intestine 
wall 
3.56  0.95   1.11  0.09  
Large intestine* 32.53  25.11   5.80  3.16  
Large intestine 
wall 
1.62  0.39   0.67  0.07  
Kidney 1.43  0.30   0.48  0.02  
Thigh muscle 0.13  0.04   0.05  0.00  
Femur bone 0.68  0.06   0.16  0.00  
Adipose 0.14  0.15   0.06  0.01  
*Data shows the tissue with its contents 
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Figure 14. Concentration of 65Zn and 131I in blood and wet tissues (%ID/g) at 2, 6, 
and 25 hours after an administration of 65Zn- and 131I-labeled [Zn(Cq)2]. 
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2-2-4. Caco-2 細胞を用いた膜透過性試験 
 
65Znおよび 125I標識 [Zn(Cq)2] または [65Zn]ZnCl2を添加 60分後の Caco-2細胞
内および Basolateral 側に含まれる亜鉛量を求めたところ、いずれの添加濃度、
およびフラクションにおいても、[Zn(Cq)2] 添加群の亜鉛量が有意に高かった
（Figure 15）。I/Zn比はBasolateral側では2を超えていたが、細胞内では1.1~1.4、
Basolateral 側と細胞内の合計値では 1.4~2.0 となっていた（Table 11）。また、
[Zn(Cq)2] 添加後の Apical 側および Basolateral 側に含まれる亜鉛およびヨウ素
量の経時的な変化を観察したところ、Apical 側の亜鉛およびヨウ素量はほとん
ど変化がなく（Figure 16-(a, b)）、Basolateral 側の亜鉛およびヨウ素量は 40-60 分
後に増加していた（Figure 16-(c, d)）。 
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Figure 15. Cell accumulation and transport of Zn in Caco-2 cells at 60 minutes after 
an addition of 150 (a), 300 (b), or 600 (c) nmol/L (nM) of ZnCl2 or [Zn(Cq)2] to the 
apical side. Data are expressed as mean ± SD for 3 measurements. For the statistical 
evaluation, unpaired t-test was used. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. ZnCl2. 
 
 
Table 11. Molar ratio of added I to Zn in the basolateral side, the cell, and the 
sum of them. 
Concentration of 
[Zn(Cq)2] 
Basolateral Cell Basolateral and Cell 
150 µM 2.31 ± 0.61 1.12 ± 0.07 1.44 ± 0.06 
300 µM 3.57 ± 0.84 1.39 ± 0.08 1.99 ± 0.22 
600 µM 2.42 ± 0.10 1.21 ± 0.06 1.70 ± 0.05 
Data are expressed as mean ± SD for 3 measurements. 
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Figure 16. Zn and I amount in apical side (a, b) and basolateral side (c, d) after an 
addition of 150, 300, or 600 nM of [Zn(Cq)2] to the apical side. Data are expressed as 
mean ± SD for 3 measurements. 
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第三節 考察 
 
経口糖尿病治療薬として開発が進められている亜鉛錯体は生体内における化
学形態が薬効に影響を及ぼすことが示唆されていたが、経口投与後の化学形態
変化に関してはほとんど明らかとなっていなかった。そこで筆者は、65Zn と 
[131I]Cq の生体内分布を同時に測定することで、単回経口投与後の 65Zn および
131I標識 [Zn(Cq)2] の化学形態変化を解析した。また、新規核医学イメージング
手法である GREIを用いることで非侵襲的に生体内化学形態変化を解析した。 
物理化学的特性の評価では、[Zn(Cq)2] が ZnCl2と比較して高い脂溶性を有す
ることが示された（Table 3）。また、65Zn を指標として用いた場合と 125Iを指標
として用いた場合で log PC 値が異なっていたことから、分配係数の測定中に一
部の [Zn(Cq)2] が解離していることが示唆された。クリオキノール単独のほう
が [Zn(Cq)2] よりも脂溶性が高かったために、125I を指標として用いた場合の
ほうが65Znを指標として用いた場合よりも log PC値が高かったと考えられる。
また、[Zn(Cq)2] とクリオキノールを識別する指標として UV-VIS スペクトルが
使用できるのでないかと考え、UV-VIS スペクトルを測定したところ、クリオキ
ノールに亜鉛を配位させることで、スペクトルの長波長シフトや、クリオキノ
ールでは認められなかった 405 nm 付近の吸収の増大などの特性が観察された
（Figure 10）。そこで、これらの特性を利用してゲルろ過クロマトグラフィーお
よび HPLC を行い、[Zn(Cq)2] とクリオキノールを識別できないか検証した。ゲ
ルろ過クロマトグラフィーでは、352 および 405 nm の波長を測定することで 
[Zn(Cq)2] 由来と思われるピークとクリオキノール由来と思われるピークが検
出されたが、両者のピークを分離することはできなかった。逆相 HPLC を用い
た解析では、254 nm の波長を用いて [Zn(Cq)2] を分析するとクリオキノールを
分析した場合と同じ時間にピークが検出され、[Zn(Cq)2] 特有の波長である 405 
nm の波長で検出した場合はピークが検出されなかったことから、分析中に 
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[Zn(Cq)2] が解離していることが示唆された。また、TLC においては、UV照射
によりクリオキノールの位置を検出し、65Zn の放射能から亜鉛の位置を検出し
たところ、両者の位置が異なっており、TLC での分析中に [Zn(Cq)2] が解離し
ていることが示された。以上のことから、亜鉛錯体の化学形態解析は、順相、
逆相およびゲルろ過カラムを用いた解析でも困難であり、亜鉛錯体の化学形態
解析が可能な新たな手法が必要であると考えられる。本章では、亜鉛錯体の化
学形態を解析する手法として二重標識法を提案し、その有用性を検証した。 
臓器摘出法を用いた定量解析では、65Zn および 131I 標識 [Zn(Cq)2] の単回経
口投与後、65Zn および 131I の最も高い集積が胃壁で認められ、2 時間後の I/Zn
比が 4.29 であった（Table 4 および 6）。これは、胃壁内に亜鉛の 4 倍以上のク
リオキノールが存在し、少なくとも半分以上のクリオキノールが [Zn(Cq)2] か
ら解離した状態で存在していることを示している。一般的に、胃内は pH 2 付近
の酸性状態であり、金属錯体はこのような強酸性状態で金属と配位子に解離す
ることが知られている。[Zn(Cq)2] が強酸性状態で亜鉛とクリオキノールに解離
するか否かは報告がないが、クリオキノールは酸性状態でプロトン化されるこ
とが知られている 58)。そのため、胃内で亜鉛とクリオキノールに解離した後に、
胃壁に分布した可能性が考えられる。Campen およびMitchell は、亜鉛が胃壁か
らは吸収されず、小腸壁、とりわけ十二指腸から吸収されることを報告してい
る 59)。また、クリオキノールも、胃壁から吸収されないことが報告されている
60)。しかし、ZC 群においても、胃壁への 65Zn の集積が最も高かった。これら
のことから、胃壁への高集積は、胃粘膜表面への結合に由来すると考えられた。
実際に亜鉛錯体で医薬品として承認されているポラプレジンクは、胃壁に集積
して胃潰瘍に対して胃粘膜保護作用を示す。化合物投与 2 時間後の血液におい
ては、I/Zn 比が約 1 となっており（Table 6）、血中の各化学種の割合は不明だ
が、循環血への吸収過程において少なくとも半分以上の [Zn(Cq)2] が解離して
いることが示唆された。分布過程においては、代謝臓器を除く唯一の 65Zn の高
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集積臓器であった膵臓に着目した。膵臓の I/Zn 比は 0.10 であり（Table 6）、膵
臓への分布過程でほとんどの [Zn(Cq)2] が解離していることが分かった。この
ことから、血液から膵臓への分布過程においてクリオキノールの影響はほとん
どないことが考えられた。一方で、膵臓以外の組織では、膵臓のような I/Zn 比
の顕著な低下は認められなかった。ほとんどの組織で I/Zn 比が 1 前後であった
のに対し、脂肪においては、顕著に高い I/Zn 比が認められた（Table 6）。そのた
め、クリオキノールとの相互作用により、血液から脂肪への亜鉛の分布が増大
する可能性があると考えられた。そこで、血液に対する各組織における 65Zn 濃
度を、ZQ 群と ZC 群とで比較することで、血中から各組織への移行過程にクリ
オキノールの影響が存在するか否かを検証した。すると、ほとんどの組織で ZQ
群と ZC 群との間に 65Zn 濃度の有意な差は認められなかった（Table 7）。心臓に
おいてのみ ZC 群と比較して ZQ 群の 65Zn 濃度の有意な増加が認められた。一
般的に小腸から吸収された化合物は、門脈へと移行した後、肝臓を経て心臓に
到達し、全身へと輸送される。[Zn(Cq)2] の解離が起こる過程として、消化管管
腔内の移行過程、小腸から門脈血への移行過程、および肝臓における初回通過
過程が考えられる。また、金属元素は一般的に細胞内へ滞留しやすい性質を有
しているため、末梢組織への分布後に [Zn(Cq)2] が解離し、クリオキノールの
み組織内からクリアランスされている可能性も考えられる。ほとんどの組織で
ZQ 群と ZC 群とで有意な差が認められなかったことから、末梢組織への分布後
に [Zn(Cq)2] が解離している可能性は低い。しかし、心臓での集積に ZQ 群と
ZC 群とで有意な差が認められたことから、肝臓での初回通過を受けて心臓へ
と移行してきた血液中に、わずかながらクリオキノールと相互作用している亜
鉛が存在していた可能性が考えられた。一方で、すべての組織において、ZC 群
よりも ZQ 群の 65Zn の集積が高く（Table 4 および 5）、錯体化によるバイオア
ベイラビリティーの向上が示された。消化管管腔内の移行過程においても少な
からず [Zn(Cq)2] の解離が起こっているかもしれないが、錯体化によるバイオ
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アベイラビリティーの向上が示されたことから、小腸からの吸収過程において
解離していない [Zn(Cq)2] が存在し、亜鉛の吸収を向上したと考えられる。 
核医学イメージング技術は、迅速な医薬品開発を推進するための強力な技術
である 37)。GREI は、複数核種を同時に解析できる新規核医学イメージング技
術で、従来の装置である PET や SPECT では検出できなかった核種の解析も可
能である 40,46)。核医学イメージング技術は、一般的に、薬物の組織移行性を評
価するため、静脈内投与後の薬物の挙動を解析するが、近年、経口投与後の薬
物の移行性評価にも応用され、経口薬物の吸収過程の評価にも有用であること
が示されている 61–63)。そこで本章では、経口糖尿病治療薬として開発が進めら
れている亜鉛錯体の吸収過程における挙動を観察するため、GREIを用いて 65Zn
および 131I 標識 [Zn(Cq)2] 経口投与後の 65Zn と [131I]Cq を可視化分析した。
GREI撮像後の侵襲的な定量解析から、マウス No.1 では 65Zn および 131Iの両者
とも大腸への集積が最も高く、そのほとんどが内容物中に含まれていることが
分かった（Table 10）。またマウス No.2 では、ほとんどが糞便中に含まれていた。
ZnCl2 を静脈内投与した場合、24 時間後までの亜鉛の累計糞便排泄は投与量に
対しておよそ 6%程度であることが報告されており 64)、本実験で大腸内容物お
よび糞便中に検出された 65Zn のほとんどは生体内に吸収されずに消化管内を
移行してきたものであると考えられる。クリオキノールに関しては、静脈内投
与後 3 時間以内におよそ 40%が胆汁排泄されることが報告されている 65)。しか
し、経口投与による吸収率が 30%程度であること 65)から、経口投与後に吸収さ
れ胆汁排泄されるクリオキノールは 12%程度であると考えられる。本実験で大
腸内容物および糞便中に検出された 131I は 37-45%であったため（Table 10）、3
分の 2 以上は生体内に吸収されずに消化管内を移行してきたものであると考え
られる。これらのことから、GREI 実験では、主に消化管内を移行する 65Zn お
よび 131I を可視化していると考えられた。65Zn と 131I の分布は、大部分は同様
の挙動を示したが、2-3 時間後および 4-5 時間後では一部に 65Zn と 131I の分布
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の差異が認められた（Figure 13）。ROI 解析により、投与 2-3 時間後および 4-5
時間後で 65Zn 過多の ROI が認められ、[Zn(Cq)2] から解離した亜鉛が投与 2-3
時間後で 10%前後存在することが分かった（Table 8 および 9）。亜鉛はクリオ
キノールと 1:2 で安定な錯体を形成するものの、1:1 で相互作用する可能性も考
えられるため、確実にクリオキノールと相互作用をしていない亜鉛が存在する
といえるのは I/Zn 比が 1 を下回った場合であり、投与 2-3 時間後の ROI No.3 の
み I/Zn 比が 1 を下回っていた（Table 8 および 9）。しかしながら、確実にクリ
オキノールと相互作用をしていない亜鉛の存在量は 5%以下と非常に低い値を
示していた。また、ほとんどの ROIで亜鉛錯体のMDR が負の値をとなってお
り（Table 8 および 9）、大部分の 65Zn は 131Iと共局在し、131I過多となっている
ことが分かった。131I 過多となっていることは亜鉛と配位していないクリオキ
ノールが多く存在することを示しており、これらのクリオキノールと相互作用
していた亜鉛が別の部位に存在すると考えられる。一方で、臓器摘出法による
定量解析の結果ではほとんどの組織における集積は 65Zn 過多になっており
（Table 4 および 6）、ROI 解析においては主に消化管内の移行を解析している
ことから、消化管吸収後に [Zn(Cq)2] から解離した亜鉛の一部は各組織に存在
していると考えられる。いずれにしても、設定した ROI以外の部分は低集積で
あったため、大部分の 65Zn は 131I と共局在していたと考えられる。65Zn と 131I
の共局在は、必ずしも亜鉛とクリオキノールの相互作用を示すものではないが、
ZC 群と比較して ZQ 群で亜鉛の吸収性が向上していたこと（Table 4 および 5）
から、吸収過程においてクリオキノールと相互作用している亜鉛が存在してい
たことが示唆された。 
感度・定量性の高い既存の核医学イメージング装置である PET では、胃、小
腸、肝臓ならびに各組織における化合物の集積を定量的かつ経時的に解析して
おり、化合物の吸収性や分布性の評価が行われている 61–63)。本実験の GREI 画
像からは臓器の位置の特定が困難であったため、各タイムポイントで認められ
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た高集積部位に ROIを設定して解析しており、各臓器での集積の変化は追跡で
きていない。各臓器にける集積が観察できれば、吸収過程におけるに [Zn(Cq)2] 
の化学形態変化もより詳細に解析できると考えられる。そのため、第一章でも
言及したように時間分可能や定量性などの機器性能の改善やCTやMRIのよう
な形態学的情報を取得できる技術との併用などが、より詳細な解析に不可欠で
あると考えられる。 
Caco-2 細胞を用いた膜透過性試験は、比較的簡便なインビトロ小腸吸収予測
法である 66)。亜鉛イオンを用いた膜透過性試験では、亜鉛の輸送に能動的輸送
と受動的輸送の両者が関係しており、特に受動輸送が小腸吸収に寄与している
ことが示されている 67)。また、金属錯体の膜透過性試験として、亜鉛錯体と同
様に糖尿病治療薬候補として開発が進められているバナジウム錯体を用いた実
験が行われており、錯体化による細胞取込み量および輸送量の増加が認められ
ている 68)。そこで本章では、[Zn(Cq)2] の膜透過性ならびに膜透過における化学
形態変化について解析した。塩化亜鉛添加群と比較すると、[Zn(Cq)2] 添加群の
亜鉛の細胞取込み量および輸送量が有意に増加していることが分かり（Figure 
15）、小腸吸収性がクリオキノールとの相互作用により向上することが示唆さ
れた。GREI 撮像実験により消化管内の移行過程で大部分の亜鉛がクリオキノ
ールと共局在していること（Table 8 および 9）、臓器摘出法により ZC 群と比較
して ZQ 群で亜鉛の吸収性が向上していたこと（Table 4 および 5）が示された
ことから、小腸吸収時に一部の亜鉛がクリオキノールと相互作用している可能
性が考えられており、Caco-2細胞を用いた膜透過性試験で認められた [Zn(Cq)2] 
添加群の亜鉛の細胞取込み量および輸送量の増加はこの仮説を支持するもので
ある。これらの結果をまとめると、[Zn(Cq)2] の一部が小腸まで解離を受けずに
移行し、クリオキノールとの相互作用により亜鉛がより多く小腸から吸収され
ることで、血中の亜鉛濃度が上昇し、各臓器への亜鉛の集積が増加したと考え
られる。 
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亜鉛輸送時における亜鉛の化学形態変化に関しては、経時的に変化する細胞
内および Basolateral 側に含まれる亜鉛およびヨウ素量から考察した。Basolateral
側に含まれる亜鉛およびヨウ素量は、ともに 40-60 分後で増加する傾向が認め
られた（Figure 16-(c, d)）が、60 分後の Basolateral 側の I/Zn 比は 2 を超えてい
た（Table 11）。このことから、Basolateral 側への輸送過程で一部の [Zn(Cq)2] が
解離し、クリオキノールがより多く Basolateral 側へ輸送されていると考えられ
る。また、60 分後の I/Zn 比が細胞内では 1.1~1.4 と亜鉛過多となっていたのに
対し、細胞内と Basolateral 側の亜鉛およびヨウ素量の合計値から求めた I/Zn 比
では 1.4~2.0 と 2 に近い値を示した（Table 11）。これらの結果をまとめると、
Apical 側に添加した [Zn(Cq)2] の一部が、化学形態を保ったまま細胞内へ移行
し、細胞内で一部の [Zn(Cq)2] が解離し、解離した亜鉛の一部が細胞内にトラ
ップされ、解離したクリオキノールがより多く Basolateral 側へ輸送されたと考
えられる。しかし、[Zn(Cq)2] の解離割合等は本実験のみでは分からず、より詳
細な時間経過の観察や配位子のみの挙動解析が必要であると考えられる。また、
配位子は代謝を受けて硫酸抱合やグルクロン酸抱合を受けることが知られてい
る 60,69)。これらの抱合反応はヒドロキシ基に対して行われるため、抱合体は亜
鉛結合部位の一部が失われる。そのため、Basolateral 側や細胞内における抱合
体濃度も、化学形態評価に重要であると考えられる。 
本実験で用いた [Zn(Cq)2] は、血中から標的臓器への移行過程でほとんど解
離していることが示されたため、[Zn(Cq)2] の抗糖尿病作用が亜鉛のバイオアベ
イラビリティーの向上に起因することが示唆された。そのため、腸溶性製剤と
することで胃壁の低 pH における影響を回避して腸管吸収性を向上させるなど
の製剤設計が薬効増強に有効である可能性が考えられる。しかし、血中への亜
鉛の吸収性が高い錯体よりも、血中への亜鉛の吸収性は比較的低いが血中滞留
性が高い錯体のほうが、強い血糖降下作用を示す例も報告されており 33)、化合
物によっては血中から各組織への亜鉛の移行過程に配位子が関与する例もある
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と考えられる。二重標識法による亜鉛錯体の化学形態解析の最終目標は、亜鉛
錯体の化学形態変化がどの過程で起こっており、それが抗糖尿病作用に関与す
るか否かを明らかにすることである。今回の実験で、[Zn(Cq)2] に関しては血中
から標的臓器への移行過程でほとんど解離しており、抗糖尿病作用に亜鉛のバ
イオアベイラビリティーの向上が重要であることが示唆されたが、血中滞留性
を向上させるような亜鉛錯体の場合には組織移行性に関与するのか、それらの
組織移行性が病態改善に寄与するのか、また組織内の化学形態が薬効発現に関
与するのかを調べる必要がある。そのためには複数の亜鉛錯体を用いての解析
が不可欠であり、解析のために新たな二重標識錯体の合成が必要である。また、
二重標識法はあくまで亜鉛と配位子の共局在を解析しているため、より詳細な
解析を可能とするためには、共局在している場合でも亜鉛が錯体として存在し
ているか否かを解析できる手法の構築が必要であると考えられる。 
結論として、本章で筆者は、65Zn および 131I 標識 [Zn(Cq)2] を合成し、経口
投与後の化学形態変化を 65Znと [131I]Cqの生体内分布を同時に測定することに
より解析した。臓器摘出法による解析では、ほとんどの [Zn(Cq)2] が、血中か
ら標的臓器への移行過程で解離していることが示された。GREI撮像実験では、
消化管内を移行する 65Zn および 131Iの挙動が可視化され、ROI解析によりほと
んどの亜鉛がクリオキノールとともに移行していることが示された。また、
Caco-2 細胞を用いた膜透過性試験で [Zn(Cq)2] 添加群で ZnCl2添加群と比較し
て亜鉛の輸送量の増加が認められたことから、クリオキノールと相互作用して
いる亜鉛の吸収が解離している亜鉛よりも良好であることが示唆された。この
ことから、臓器摘出法による解析でほとんどの組織で ZnCl2 投与群と比較して
高い 65Zn の集積が [Zn(Cq)2] 投与群で認められたのは、吸収過程においてクリ
オキノールと相互作用していた亜鉛の良好な吸収により亜鉛の高い血中濃度が
得られ、それに従って高い組織分布が示されたと考えられた。さらに、各組織
中の I/Zn比から血中からの分布過程においてほとんどの [Zn(Cq)2] が解離した
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ことが示唆された。以上のことから筆者は、二重標識法を用いることで、経口
投与した 65Zn および 131I標識 [Zn(Cq)2] の化学形態を評価することに成功した。
また、これらの結果は、[Zn(Cq)2] の抗糖尿病作用が亜鉛のバイオアベイラビリ
ティーの向上に起因することを示唆した。 
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結語 
 
第一章では、亜鉛錯体を 65Zn で標識し、65Zn 標識亜鉛錯体投与後の 65Zn の
体内動態を GREI で評価した。 GREI 撮像実験により di(1-oxy-2-
pyridinethiolato)zinc complex [Zn(opt)2] など数種の亜鉛錯体間の異なる分布を可
視化することに成功し、GREI 画像で観察された臓器移行性の違いが臓器摘出
法による定量結果を反映していることが確認された。以上より筆者は、定量性
等の機器性能の改善が必要であると考えられるものの、65Zn 標識亜鉛錯体を用
いた GREI 撮像法が、化学形態の異なる亜鉛の体内動態を評価する有用な手法
となり得ることを示した。 
第二章では、65Zn および 131I 標識  bis(5-chloro-7-iodo-8-quinolinolato)zinc 
complex [Zn(Cq)2] を合成し、経口投与後の 65Zn と [131I]Cq の生体内分布を同時
に解析することで化学形態変化を評価した。GREI 撮像実験では消化管内を移
行する 65Zn および 131Iの挙動が可視化され、ほとんどの亜鉛がクリオキノール
とともに移行していることが示された。また、Caco-2 細胞を用いた膜透過性試
験を行ったところ、ZnCl2添加群と比較して [Zn(Cq)2] 添加群で亜鉛の輸送量の
増加が認められたことから、クリオキノールと相互作用していた亜鉛の吸収が
解離した亜鉛よりも良好であることが示唆された。実際に、臓器摘出法を用い
て 65Zn および 131I 標識 [Zn(Cq)2] と [65Zn]ZnCl2の経口投与後の 65Zn の各組織
への集積を比較すると、いずれの組織においても [Zn(Cq)2] 投与群では ZnCl2
投与群よりも多くの 65Zn が分布していた。一方で、各組織へ移行した亜鉛とヨ
ウ素のモル比から、ほとんどの [Zn(Cq)2] が血中から標的臓器への移行過程で
解離していることが示された。以上より筆者は、二重標識法を用いることで、
経口投与した 65Zn および 131I標識 [Zn(Cq)2] の化学形態変化を評価することに
成功した。また、これらの結果は、[Zn(Cq)2] の抗糖尿病作用が亜鉛のバイオア
ベイラビリティーの向上に起因することを示唆した。 
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 結論として、筆者は亜鉛錯体の非侵襲的な解析法として 65Zn 標識亜鉛錯体を
用いた GREI 撮像法、ならびに亜鉛錯体の生体内化学形態評価に二重標識法が
有用であることを示した。これらの手法を種々の亜鉛錯体に応用することで、
これまで明らかとなっていなかった亜鉛錯体の化学形態、体内動態および薬効
との相関解明が期待される。 
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